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OZET

Amag: S. aureus toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara yol acan
patojenlerin basinda gelmektedir. MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk segilecek

antibiyotik vankomisindir.

Vankomisin tedavisi alan hastalarda tedavide basarisizliklara neden olan VISA
ve hVISA suslart rutin laboratuvar yontemleriyle tespit edilememektedir. Bu suslarin
tespitinde altin standart yontem ise PAP-AUC yontemidir. Calismamizda PAP-AUC
yontemiyle VISA ve hVISA varligini arastirmayi hedefledik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza 2015-2020 yillar1 arasinda hastanemiz
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen c¢esitli 6rnekleden izole edilip -80°C’de
stoklanan 68 MRSA susu dahil edilmistir. Oncelikle sefoksitin disk difiizyon yoéntemi
ile metisilin direnci belirlenen tiim suslarda PZR yontemi ile mecA ve mecC gen varligi
arastirildi. Bu suslarda makro E-test, agar tarama, broth mikrodiliisyon ve PAP-AUC
yontemleriyle VISA ve hVISA varligi arastirildi. Suslar arasindaki klonal iliski PFGE

yontemi ile arastirildi.

Bulgular: Tiim suslar mecA geni igermesine ragmen hicbir susta mecC genine

rastlanmadi.

Broth mikrodiliisyon yontemi ile MIK degeri 4 pg/ml bulunan bir sus hari¢ tiim

suslar duyarl kategorisinde yer almaktaydi.

Makro E-test yontemiyle yapilan tarama sonucunda siipheli hicbir izolata
rastlanmadi. 2 pg/ml vankomisin igeren beyin kalp inflizyon agarla yapilan tarama
sonucunda 6 VISA, 4 hVISA siipheli sus tespit edildi. Altin standart yontem olan PAP-
AUC yéntemi ile bu siipheli suslardan bir tanesi, MIK degeri 4 ug/ml olan sus, VISA
olarak, 1 tanesi de hVISA olarak degerlendirildi.

PFGE ile baskin bir salgin susu tespit edilmemistir.

Tartisma: MRSA enfeksiyonlarinda kullanilan vankomisin tedavisi sirasinda
basarisizlik yasanan hastalarda VISA ve hVISA olabilme ihtimali goz Onilinde
bulundurulmali ve tadavide basarisizlik yasamamak adina vankomisin daha akilci

kullanilmalidir.

Anahtar Kelimeler: hVISA, mecA, mecC, MRSA, PAP-AUC, S. aureus, VISA



ABSTRACT

Aim: S. aureus is one of the leading pathogens causing community and hospital-
acquired infections. Vancomycin is the first antibiotic of choice in the treatment of
MRSA infections.

VISA and hVISA strains that cause treatment failure in patients receiving
vancomycin therapy can’t be detected by routine laboratory methods. The gold standart
method for the detection of these strains is the PAP-AUC method. In our study, we aim
to investigate the presence of VISA and hVISA with the PAP-AUC method.

Materials and Methods: 68 MRSA strains isolated from various samples sent to
our hospital’s microbiology laboratory between 2015-2020 and stocked at -80 degrees
were included in our study. First of all, the presence of mecA and mecC genes was
investigated by PCR method in all showers with methicillin resistance determined by
cefoxitin disk diffusion method. The presence of VISA and hVISA was investigated in
these strains by macro E-test, agar screening, broth microdilution and PAP-AUC
methods. The clonal relationship between strains was investigated by PFGE method.

Results: Although all strains contain the mecA gene, no mecC gene was found in

any strain.

All strains were in the susceptible category, except for one strain of which MIC
value was 4 pg/ml by broth microdilution method.

No suspicious isolate was found as a result of the scanning performed with the
macro E-test method. As a result of the screening performed with brain heart infusion
agar containing 2 pg/ml vancomycin, 6 VISA and 4 hVISA suspect strains were
detected. With the PAP-AUC method, which is the gold standart method, one of these
suspicious strains, the strain with a MIC value of 4 pug/ml, were evaluated as VISA and
one as hVISA.

No dominant outbreak strain detected with PFGE.

Conclusion: The possibility of VISA and hVISA in patients who fail during
vancomycin treatment used in MRSA infections should be considered and vancomycin

should be used more rationally in order to avoid treatment failure.

Keywords: hVISA, mecA, mecC, MRSA, PAP-AUC, S. aureus, VISA
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

°C : santigrat derece

ul : mikrolitre

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ATCC : American Type Culture Collection

bp : Baz ¢ifti

BKI : Beyin-kalp inflizyon agar besiyeri

BKI-V6 : 6 ug/ml vankomisin eklenmis beyin-kalp infiizyon agar

BORSA : Smirda oksasilin direngli Staphylococcus aureus

CA-MHB : Katyon katkili Mueller Hinton s1v1 besiyeri

CDC : Hastalik Kontrol Merkezi

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute

cMLSB : Yapisal makrolid-linkozamid-streptogramin B direnci

Da : Dalton

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

ETA : Eksfolyatif toksin-A

ETB : Eksfolyatif toksin-B

EUCAST : The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing

FDA : Gida ve ilag Dairesi

gr : gram

GRD : Glikopeptid direng saptama testi

H202 : Hidrojen peroksit

HK : Hastane kaynakli

hVISA : Vankomisine heterojen(diisiik diizeyde) direngli Staphylococcus
aureus

IMLSB : Indiiklenebilir makrolid-linkozamid-streptogramin B direnci

kDa : Kilodalton

KKA : Koyun kanli agar

LMP : Diisiik erime 1s1l1 agaroz

M : molar
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MALDI-TOF MS

MET
MHA
MiIK
ml
MLSB
MRSA
MS
MSSA
NAG
NAM
NCTC
PAP-AUC
PBP
PFGE
PG

pH

pmol
PVL
PZR
SCCmec
SDA
SF
SMD
TBE
TE

TK
TSST-1
uv

U
VISA
VRE

: Matriks aracil1 lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi kiitle

spektrometrisi

: Makro E-test

: Mueller-Hinton agar

: mininmum inhibitér konsantrasyon

: mililitre

: Makrolid-linkozamid-streptogramin B direnci
: Metisiline direngli Staphylococcus aureus

: Makrolid streptogramin direnci

: Metisiline duyarl Staphylococcus aureus

: N-asetil glukozamin

: N-asetil muramik asit

- National Collection of Type Cultures

: Popiilasyon analiz profili-egri altindan kalan alan
: Penisilin baglayan protein

: Degisken alanli jel elektroforezi

: Peptidoglikan

: Power of Hydrogen (Hidrojenin giicii, asitlik bazlik derecesini

gosterir)

: pikomol

. Panton-Valentin 16kosidini

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Stafilokokkal kaset kromozom mec
: Sabouraud dekstroz agar

: Serum fizyolojik

: S1vi mikrodiliisyon testi

: Tris-borat-edta x

: Tris-edta

: Toplum kaynakl

: Toksik sok sendromu toksini-1

- Ultraviyole

: Unite

: Vankomisine azalmis duyarl Staphylococcus aureus

: Vankomisine direngli enterekok
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YBU

: Vankomisine direncli Staphylococcus aureus
: Yogun bakim iinitesi

- alfa

- beta
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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus, Staphylococcaceae ailesi iginde yer alan Gram-pozitif,
katalaz ve koagulaz-pozitif bakteridir (1). S. aureus, toplum ve hastane kaynakli
enfeksiyonlara yol agan en onemli patojen mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir.
S. aureus, saglikli bireylerin burunlart ve bagirsaklar1 dahil olmak iizere deri, deri
bezleri ve mukoza zarlar1 gibi kisimlarinda siklikla asemptomatik olarak bulunan
kommensal bir bakteri olmasina ragmen, dolasim sistemi, alt solunum yolu
enfeksiyonlari, deri ve yabanci cisim enfeksiyonlari, osteomyelit, endokardit, toksik sok
sendromu, stafilokokal gida kaynakli hastaliklar ve haslanmis deri sendromu gibi ciddi,
hayati tehdit eden enfeksiyonlara da neden olabilmektedir (2, 3).

Klinik olarak ciddi hastaliklara yol acan S. aureus birden fazla antibiyotik
simifina  karst direng gelistirebilmekte ve tedavide Onemli sorunlara neden
olabilmektedir. 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfedilmesinin
ardindan, 1940 yilinda insanlarda stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde penisilin
kullanilmaya baglanmistir (4). Ancak penisilinin kulanima girmesinden sadece 2 yil
sonra, 1942’de, ilk penislin direngli stafilokok susu belirlenmis ve stafilokok
enfeksiyonlarnin tedavisinde tekrar ciddi sikintilar yasanmaya baslamustir (5). 1950°de
penisilinaza direngli yar1 sentetik antibiyotikler (metisilin, nafsilin, oksasilin)
bulunmustur. 1960°da stafilokoklar bu antibiyotiklere de direng gelismistir. Bunun
sonucunda, literatiirde metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) tanimi ortaya
cikmistir. Metisiline direngli S. aureus suslarina bagli enfeksiyonlar, metisiline duyarl
suslarin neden oldugu enfeksiyonlardan daha yiiksek 6liim oranlari ile iligkili olup ayn1
zamanda hastanede kalis siirelerinin artmasina ve buna bagh saglik bakim

maliyetlerinde de artisa neden olurlar (6, 7).

MRSA direnci hareketli genetik eleman olan staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec) i¢inde yer alan mecA geninden kaynaklanmaktadir. MecA
geni PBP2a iiretimine neden olur ve cogu fB-laktam antibiyotik bu bolgeye baglanamaz.
Bakteri, Ceftaroline ve Ceftobiprole gibi anti MRSA antibiyotiklerin disinda kalan tim
B-laktam antibiyotiklere direngli hale gelir (8, 9).

MecA geni, S. aureus’ta metisilin direncinin ana nedeni olarak bilinmesine
ragmen 2007°de Ingiltere’de biiyiikbas hayvanlar iizerine yapilan bir calismada mecA

geni ve PBP2a tasimayan ancak sefoksitine direng gosteren S. aureus susu izole

1



edilmistir. mecA ile %69 oraninda benzeyen bu gen baslangicta mecA Leazs1 olarak
adlandirilmigtir. Bu gen daha sonra, 2012 yilinda Stafilokok Kaset Kromozom
Elemanlarnin Siniflandirilmasina Iliskin Uluslararast Calisma Grubu (IWG-SCC)

tarafindan mecC olarak yeniden adlandirilmistir (10, 11).

MRSA enfeksiyonlarina kars1 tedavide secilecek en uygun antibiyotik
vankomisindir. Ancak, 2002 yilinda ilk vankomisine direngli Staphylococcus aureus
(VRSA) izolat1 bildirilmis ve buna enterokoklardan Staphylococcus aureus’a vanA
geninin plazmid aracili aktariminin neden oldugu gosterilmistir (12). Bununla birlikte
vanA geni icermeyip vankomisine azalmig duyarliliga sahip suslar da gosterilmis ve
bunlar VISA (vankomisine orta duyarli Staphylococcus aureus) olarak tanimlanmistir
(13). Hiramatsu ve ark. yapmis oldugu bir g¢alismada enfeksiyon etkeni olarak
Staphylococcus aureus izole edilen ve kombine vankomisin tedavisi alan bir hastada
tedavi yanitsizligi oldugu, bu susla ilgili yapilan aragtirmanin sonucunda ise bu susun
vanA geni icermedigi ve elektron mikroskobunda bakildiginda hiicre duvar kalinliginin
kontrol susuna gore 2 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica PBP sentezinde de 3
kat artis oldugu belirlenen bu sus hVISA olarak isimlendirilmistir. hVISA, vankomisin
MIK<2 olarak duyarli bulunan Staphylococcus aureus kolonilerinin i¢inde az miktarda

(10° susda 1) vankomisin MIK>2 olan sus bulunmas1 olarak tanimlanmaktadir (14, 15).

VRSA’daki direng ekzojen olmasina ragmen hVISA ve VISA daki direncin
endojen oldugu diisiiniilmektedir. In vitro testlerde vankomisin duyarli olup vankomisin
tedavisi alan hastalarda tedavi yanitinin olmamasi durumunda hVISA akla
getirilmelidir. Ozellikle dolasim sistemi enfeksiyonlarinda hVISA olmasi durumunda
mortalitenin artabilecegi diisiniilmektedir (13). MRSA ile enfekte hastalarda VISA ve
hVISA belirlemek, hasta yonetiminde gerek hastanede yatis siiresi gerek tedaviye
cevap agisindan kritik oneme sahiptir. Ancak bunlar rutin laboratuvar yontemleri ile

tespit edilememektedir (16).

Calismamiza 2015-2020 yillar1 arasinda hastanemiz tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen gesitli 6rneklerden izole edilip -80 °C’de stoklanan 68 MRSA
susu dahil edilmistir. Bu suslarin metisilin direnci Sefoksitin (30 pg disk) ile, mecAve
mecC geni icerip igermedigi ise PZR ile belirlenmistir. Suslar arasinda epidemiyolojik
acidan iligki olup olmadigimi belirlemek igin ise Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) yapilmistir. Suslarin taranmasi 2pg/ml vankomisin iceren beyin kalp inflizyon

agar besiyerinde yapilip siipheli kolonilere PAP-AUC yontemi uygulanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Stafilokoklarin Genel Ozellikeri

1880 yilinda Alexander Ogston tarafindan cerrahi bir yara enfeksiyonundan izole
edilen S. aureus’un farelere enjekte edilmesi sonucunda apseler olustugu
gbzlemlenmistir (17). Bunu takiben Louis Pasteur, insan stafilokok enfeksiyonlarindan
aldigi irini hayvanlara enjekte etmis ve hayvanlarda apse olustugunu
gozlemlemistir. 1882°de Ogston, bu mikroorganizma igin Staphylococcus terimini
kullanmis ve 1884’te Rosenbach cinsi, S. aureusve S. albus olmak {izere iki tiire

ayrrmustir (18).

Stafilokoklar, Gram (+) boyanma 0Ozelligi gosteren, hareketsiz kok
morfolojisinde bakterilerdir. Tekli, ikili, dortlii ya da kisa zincir seklinde bulunabilir.
Ailenin ¢ogu tiyesi fakiiltatif anaerob ve katalaz pozitif olmasina karsin S. aureus subs.
anaerobius ve S. saccharolyticus anaerob ve gogu zaman katalaz negatiftir. Caplari 0.5-
1.5 um arasinda degismekte olup yiiksek tuz igerigi olan ortamlarda(%10 NACI) ve 18-
40°C gibi degisik sicaklik araliginda ¢ogalabilmektedir (19, 20).

Stafilokoklar koyun kanli agar (KKA) gibi genel iiretim besiyerinde kolayca
tireyebilirler. Gram negatif bakterilerce kontamine olmus besiyerinden izolasyonu igin
Gram negatif bakterilerin tiremesini engelleyen Kolistin-nalidiksik agar (CNA) veya
feniletil alkol agar (FEA) besiyeri kullanilir. Burun kiiltiirlerinde S. aureus iiretimi igin
% 7.5 sodyum kloriir iceren mannitol tuz agar Oncelikli tercih edilen besiyeridir.
Stafilokoklar bu besiyerlerinde genellikle 24 saat i¢inde lirerler. Hemen hemen biitiin S.
aureus kolonileri ve bazi koagiilaz negatif stafilokok tiirleri KKA’da hemoliz yapar (19,
20).

Stafilokok kolonileri ¢ogu zaman diizgiin kenarli, konveks, bazen 1slak yapida
sart ya da gri renkli koloniler seklinde goriilmektedir. Kistik fibrozis gibi kronik
hastalig1 olanlarda veya uzun siire antimikrobiyal tedavi alan hastalarda alisiimisin

disinda kiigiik koloni varyantlar seklinde de goriilebilmektedir (19, 20).

Stafilokoklar, insanlarda normal flora elemani olarak bulunabilmektedirler.
Stafilokoklarin deri ve nazofarenkste asemptomatik olarak tasiyiciligi, saglik bakim
iliskili enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Nazofarenks tasiyiciliginin  saglikli

yetiskinlerdeki oran1 %15°tir ve bu oranin saglik personelinde, 1V ila¢ kullananlarda,



hastanede uzun siire tedavi alan hastalarda daha da fazla oldugu diisiiniilmektedir. Kuru
yiizeylerde uzun siire canli kalmasina ragmen 1s1, dezenfekten ve antiseptik
soliisyonlarina karsi duyarhidir. Enfeksiyon etkeni olarak en sik karsimiza cikanlar
koagiilaz negatif stafilokoklar i¢inde S. epidermidis, S. saprophyticus ve koagiilaz
pozitif stafilokoklar i¢inde ise S. aureus’tur (19, 20).

Staphylococcus aureus saglikli insanlarda deri kivrim bolgeleri, aksilla, vajina,
perine, anterior burun deliklerinde, yenidoganlarda gébek kordonu, perianal bolge ve
deride asemptomatik olarak bulunabilmektedir. Lokosit kemotaksi bozukluklari, cilt
yaralanmalari, malignansi, antimikrobiyal ila¢ kullanimi, konjenital veya kazanilmig
hipogamaglobulinemiler, l6semiler gibi zemin hazirlayict durumlarda firsatgl
enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tiir durumlarda S. aureus hafif
yumusak deri enfeksiyonlarindan mortalite ve morbiditesi yiiksek ciddi enfeksiyonlara

yol agabilmektedir (19,20).

2.2 Stafilokoklarin Viriilans Faktorleri

2.2.1 StafilokoklarinYapisal Elemanlari

2.2.1.1 Kapsiil ve Slime Tabaka

Cogu stafilokok tiirlinde hiicre duvarimi digsaridan saran polisakkarid yapiya
kapsiil denilmektedir. Kapsiil, bakteriyi polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL)
fagositozuna karst korumaktadir. Bazi stafilokoklarca yapilan protein, peptid,
monosakkarit iceren ve suda ¢Oziinebilen gevsek yapili maddeye slime adi verilir.
Slime, bakterinin katater, sant ve eklemler gibi yiizeylere tutunmasma yardimeci
olmaktadir (19, 20).

2.2.1.2 Peptidoglikan Tabaka

Bakterilerde saglamlik ve direnci saglayan hiicre duvarinin O6nemli bir
komponenti olan peptidoglikan tabaka, ardisik yer alan ve ¢apraz baglarla birbirine
baglanan N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitten olusmaktadir. Gram pozitif
bakterilerde ¢ok katli olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Peptidoglikan sentezinde penisilin
baglayan proteinler (PBP) yer almakta ve bu proteinler beta-laktam antimikrobiyallerin
ana baglanma boélgesini olusturmaktadir. mecA geninin kazanilmasiyla alisilagelmis
PBP’den farkli bir protein olan PBP2a sentezi sonucunda p-laktam antimikrobiyallerin

bu bolgeye baglanmalari azalir (19, 20).



Peptidoglikan, gram negatif bakterilerdeki endotoksine benzer sekilde etki
ederek endojen pirojen yapimi, IL-1 saliniminin uyarilmasi, kompleman aktivasyonu ve

PMNL kiimelesmesine yol agar (19, 20).

2.2.1.3 Teikoik Asit
Stoplazmik membrandaki glikolipitlere veya N-asetilmuramik asite bagli olup

peptidoglikan tabakaya gomiilii hiicre duvari elemanidir (19, 20).

2.2.1.4 Sitoplazmik Membran
Protein, lipid, karbonhidratlardan olusan, sitoplazmay1 sararak hiicrenin osmotik

basincini saglayan ve biyosentezden sorumlu olan yapisal elemandir (19, 20).

2.2.1.5 Protein A

Staphylococcus aureus’taki peptidoglikan tabakaya bagli bulunan, 42.000 Da
molekiil agirhigindaki bu yap1 ¢ogu koagiilaz negatif stafilokoklarda bulunmaz. Protein
A, Ig G3 disindaki Ig G’lerin Fc kisimlarina afinite gosterir. Opsonizasyonu
engelleyerek bakteriyi, nétrofil fagositozu ve kompleman aktivasyonuna karsi korumus
olur (19, 20). B hiicre reseptorlerine baglanarak 6zgiil antikor yanitt olusumunu
baskilayabilmesi nedeniyle “B hiicre siiperantijeni” olarak da adlandirilmaktadir (21). S.
aureus kaynakli enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda kullanilan koagliitinasyon

testlerinin temelini olusturmaktadir (19, 20).

2.2.2 Stafilokok Toksinleri
Alfa, beta, delta, gama ve Panton-Valentine 16kosidini, A ve B eksfoliyatif
toksin, A’dan R’ye on sekiz adet enterotoksin ve toksik sok sendromu toksini

Staphylococcus aureus’un sahip oldugu toksinlerdir (19,20).

2.2.2.1 Alfa Toksin

Plazmid veya bakteri kromozomunca kodlanabilen, c¢ogu S. aureus susu
tarafindan tretilen 33.000 Da agirliginda bir proteindir. Eritrositler daha az olmakla
birlikte monosit, makrofaj ve lenfositler bu toksinin etkisine olduk¢a duyarhdir (19, 22).
Trombositlerin de bu toksine duyarli olmalar1 S. aureus bakteriyemisi esnasinda septik
trombotik olaylarin ortaya ¢ikmasina neden olur (18). Toksin, hiicre membranina etki
ederek 1-2 nm ¢apinda por olusturur. Disar1 K* atilimy, igeri Na*, Ca?* alimini etkisiyle
hiicre osmotik olarak siser ve lizise ugrar (19). Alfa toksin ayrica KKA’da iireyen S.

aureus kolonilerinin etrafindaki eritrositlerin hemolizine neden olur(20).



2.2.2.2 Beta Toksin

Farkli hiicre gesitlerine etki eden bir sfingomiyelinazdir. Sfingomiyelinaz C
olarak da adlandirilmaktadir. Etki gOstermesi i¢in ortamda magnezyum iyonlarina
ihtiya¢ duyan bu protein 1siya duyarli olup 35.000 Da molekiiler agirligindadir (23).
Sfingomiyelin iizerinden etki gosterdiklerinden hiicre zarlarinin  sfingomyelin
bulundurma miktarlarina gore etkinlikleri degiskenlik gosterir. Bu da Beta toksinin

farkli canlilarda farkli etki gosterecegi anlamina gelmektedir (24).

2.2.2.3 Delta Toksin

Koagiilaz negatif stafilokoklarin %50-70° inde, S. aureus izolatlarinin
%97’sinden fazlasinda iiretilen 3.000 Da molekiil agirliginda bir peptiddir. Siirfaktan
veya deterjan benzeri etki gostererek hiicre membranini tahrip eder bdylece zarin

stabilitesi bozulup porlar olusur ve sonug olarak hiicre igerigi disar1 sizar (25).

2.2.2.4 Gama Toksin ve Panton Valentine Lokosidini

Gama toksin S. aureus izolatlarinin neredeyse tamami tarafindan iretilir. Panton
Valentine 16kosidini (PVL) bikomponent por olusturur. Elektroforezdeki go¢ hizlarina
bagl olarak S(slow) ve F(fast) olmak iizere 2 polipeptidden olusmustur. U¢ ayr1 S
proteini [H1gA(hemolizin gama A), H1gC, LukS-PV] ve iki ayr1 F proteini (H1gB,
LukF-PVL) gosterilmistir. PVL, S. aureus izolatlar arasinda lizojenik bakteriyofajlarca
transfer edilir. PVL’nin insan enfeksiyonlarindaki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte
insan ve tavsan noétrofilleri ile sican alveolar makrofajlarinda litik etki gosterdigi
bilinmektedir. Gama toksin ve PVL etkisiyle membranda porlar olusur ve hiicre

gegcirgenligi bozulur, boylece hiicre osmotik olarak siser ve pargalanir (19, 20, 26).

Panton Valentine 16kosidini hem MRSA hem de MSSA suslarinda
bulunabilmektedir (27). Hastane kaynakli MRSA enfeksiyonlarinda %5’ten daha az
bulunurken, toplum kaynaklit MRSA enfeksiyonlarinin hemen hepsinde bulunmaktadir.
Cok merkezli yiriitillen ¢esitli ¢alismalarda toplum kaynakli MRSA(TK-MRSA)
enfeksiyonlarinda PVL ile deri, yumusak doku enfeksiyonlart ve hastane kaynakli
pnomoni arasindaki iliski arastirilmis ancak klinik kotii gidisle PVL arasinda herhangi
bir iligki gosterilememistir (28). PVL salgilayan TK-MRSA izolatlarinin ¢ogunlukla
SCC mec tip IV geni igerdigi gosterilmistir (19, 20).



2.2.2.5 Eksfoliyatif Toksinler

Stafilokoksik haslanmis deri sendromuna (SSSS) neden olan bu toksin 24.000
Da molekiil agirhiginda olup S. aureus izolatlarinin %1-2’sinde bulunmaktadir.
Bakteriyofajlarca tasinan 1siya direngli ET-A (eta) ve plazmidlerce taginan 1siya duyarl
ET-B (etb) geni olmak iizere 2 ayr1 formu vardir (29). Serin proteazlar i¢inde yer alan
ET-A ve ET-B, epidermisin stratum granulosum tabakasi i¢inde yer alan desmoglein 1’i
parcalayip, epitel hiicreleri arasinda bulunan hiicresel baglar1 kopartarak etkilerini
gosterirler. Bu toksinler ayn1 zamanda siiperantijen ailesi icerisinde yer almaktadirlar
(30). Sitolitik etkisi olmayan bu toksinler, inflamasyon olusturmadiklari i¢in tutulan
bolgede l16kosit ve stafilokok goriilmez. SSSS ¢ogunlukla kiigiik ¢cocuklarda goriilmekle
birlikte nadiren yetiskinlerde ve biiyiik ¢ocuklarda da goriilebilmektedir (19).

2.2.2.6 Enterotoksinler

A’dan R’ye tanimlanmig on sekiz ayri stafilokok enterotoksini bulunmaktadir.
Enterotoksin C ve D kontamine siit triinlerinde bulunmaktadir. Enterotoksin B ise
psddomembrandz enterokolitin nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica
enterotoksin B ve C menstruasyon iligkisiz toksik sok sendromuna neden olmaktadir.
Besin zehirlenmelerinde en sik karsimiza ¢ikan toksin ise enterotoksin A’dir.
Enterotoksin A, 100 °C de 30 dakika 1stilmayla inaktive olmayip ayrica GiS’den salinan
enzimlere de direnglidir. Eger bir besin maddesinde toksin olusturmus stafilokoklar
uremigse, artik bu besinlerin orta diizey 1sitilmasi veya yendikten sonra salgilanan
enzimlerin etkisi besin zehirlenmesini engelleyememektedir ve 2-8 saat iginde kusma
veya kusmaya eslik eden ishal ortaya ¢ikmaktadir. Siiperantijen 6zelligi gdsteren bu

toksinler T hiicrelerini direkt uyararak yogun sitokin cevabi olustururlar (19, 20).

2.2.2.7 Toksik Sok Sendromu Toksini-1

Siiperantijen 6zelligi gosteren, 1siya direngli, Kromozomca kodlanan 22.000 Da
molekiil agirliginda bir toksindir. Toksin olusumu ig¢in yiiksek miktarda oksijen ve
notral pH gerekli oldugundan yara enfeksiyonlarinda nadiren toksik sok sendromu
tablosu olusur. Siiperantijen 6zelligi gostermesinin sonucu olarak T hiicre uyarimi ve
sitokin cevabi olusturdugu icin endotel hiicrelerinde sizintiya, yiiksek dozlarda ise
hiicresel sitotoksisiteye yol agmaktadir. Toksik sok sendromu gelisen hastalarda

hipovolemik sokun yol ag¢tig1 ¢oklu organ yetmezligi tablosu 6liim nedenidir (19, 20).



2.2.3 Enzimler

S. aureus, virlilansinda 6nemli yer tutan ¢esitli enzimler sentezlemektedir.

2.2.3.1 Katalaz
Fagosite edilen hiicrelerde olusan olduk¢a toksik etkili hidrojen peroksit ve
serbest oksijen radikallerine kars1 bakteriyi koruyan enzimdir. Uretilen katalaz, toksik

hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiirmektedir (19, 20).

2.2.3.2 Kiimelesme Faktorii, Koagiilaz

Bagli koagiilaz, bilinen diger adiyla kiimelesme faktorti, fibrinojeni direkt olarak
fibrine ¢evirir ve bakterilerde kiimelesmeye neden olur. Serbest koagiilaz ise
protrombine etki ederek fibrinojeni fibrine doniistiiriir ve sonug olarak pihtilasma olay1

gergeklesir (19, 20).

2.2.3.3 Fibrinolizin, Hiyaliironidaz
Fibrinolizin plazminojen aktivatorii olup olusan pihtiyr eriterek, hiyaliironidaz da
bag dokusunu hidrolize ederek enfeksiyonun komsu dokulara yayilimini hizlandirir

(31).

2.2.3.4 Lipazlar
Lipidleri hidrolize ederlek kil folikiillerinin oldugu bolgelerde enfeksiyona neden

olurlar. Fronkiil gelisimi ile iliskilendirilmistir (19, 20)

2.2.3.5 Fosfolipaz C
Yaygin damar ici pihtilasma ve akut solunum yetmezligi gelisimi ile iligkili

oldugu disiiniilmektedir (19, 20).

2.2.3.6 Niikleaz
Hem endo hem de ekzoniikleaz aktiviteye sahip olan bu enzimi sentezleyen

stafilokoklar, DNA’y1 parcalayarak etki gosterirler (19,20).

2.2.3.7 Beta Laktamaz

Indiiklenebilir veya yapisal halde bulunabilen bu enzim, bakteriyi penisilin ve
ampisiline direngli hale getirebilir. Uzerinde eritromisin ve tetrasiklin  gibi
antibiyotiklere direng genini barindiran plazmidler, ayn1 zamanda p-laktamaz genini de
bulundurmaktadirlar. Bu enzim, p-laktam antibiyotiklerdeki [p-laktam halkasini
hidrolize ederek antibiyotigi etkisiz hale getirirler. Plazmid aracili kodlanan bu gen,

konjugasyon veya transformasyonla diger bakterilere aktarilabildiginden giliniimiizde



diinya genelinde S. aureus suslarinin yaklagik %90-%95’1 penisiline direngli hale
gelmistir (32).

2.3 Staphylococcus aureus iliskili Klinik Tablolar

S. aureus, toksin aracili (SSSS,TSS, bein zehirlenmesi) ya da dogrudan yikimla
(endokardit, osteomyelit, deri enfeksiyonlar1 vb.) hastaliklara neden olmaktadir.
Yabanci cisim veya altta yatan fagositik, kemotaktik bozukluk varliginda kisi S. aureus

enfeksiyonlarina karsi duyarli hale gelmektedir (19, 20).

2.3.1 Folikiilit
Kil koklerinin piiylii enfeksiyonudur. Sistemik enfeksiyon bulgular1 olmayip

yara yerinde sinirli agr1, sislik ve kizariklikla karakterizedir (20).

2.3.2 Fronkiil
Kil folikiillerinin derin yerlesimli piiylii enfeksiyonudur. Sistemik enfeksiyon
bulgulart1 bulunmamakla birlikte agrili, nekrotik zemin iizerinde sert ve kabarik

lezyonlarin bulunmasiyla karakterizedir (20).

2.3.3 Karbonkiil

Subkutan dokular1 da iceren, kil folikiillerinin derin yerlesimli enfeksiyonudur.
Fronkiil ve folikiilitin aksine ates, titreme gibi sistemik enfeksiyon bulgulari eslik
etmektedir. Genellikle siniis kanallar1 vardir. Hastalara cerrahi drenaj ve antimikrobiyal

tedavi uygulanir (20).

2.3.4 Siipiiratif Hidradenit
Apokrin ter bezlerinin bulundugu koltuk alti, kasik, perine gibi bolgelerde agri,
sislik ve kizariklikla karakterize derinin kronik inflamatuar hastaligidir. Genellikle

sistemik enfeksiyon bulgulari bu tabloya eslik etmez (20).

2.3.5 Mastit
Genellikle yeni dogum yapmis ya da emziren annelerde gorilen meme
dokusunun enfeksiyonudur. Agn, sislik, kizariklik gibi bulgularin eslik ettigi bu tablo

drenaj ve antimikrobiyal tedavi gerektirir (20).

2.3.6 Yara Enfeksiyonlar:
Immiin bozuklugu olmayan kisilerde, genellikle cerrahi islem sonrasi veya
yabanci cisim varlifinda yara yeri enfeksiyonuna neden olur. Yara bolgesinde sislik,

kizariklik, agr1 gibi bulgular vardir (19, 20). Tedavisi genellikle piiriilan sivinin disari



bosaltilmasi, yabanci cisim varsa ¢ikarilmasi ve antimikrobiyal tedavi verilmesi
temeline dayanmaktadir. Cogu zaman nazal S. aureus tasiyicist olan bireylerde

burundaki S. aureus susu yara yeri enfeksiyonlarina yol agmaktadir (33).

2.3.7 Seliilit, Erizipel

Silikla A grubu B-hemolitik streptokoklarin, nadiren S. aureus’un neden oldugu,
deri alt1 yag dokusunu da kapsayan cilt enfeksiyonudur. Tululan bolgenin sinirlari
keskin ve ciltten kabariksa buna da erizipel denilmektedir. Coklu mikrobiyal etkenler de

enfeksiyona eklenebileceginden genis spektrumlu antibiyotik tedavisi baglanmalidir (19,
20).

2.3.8 Bakteriyemi

S. aureus, hastane ve toplum kaynakli bakteriyeminin en sik etkenlerinden
biridir. Toplum kaynakli bakteriyemi, saglik hizmetleri ile iligkili ise genellikle hastada
kalic1 bir katater varligi, eger saglik hizmetleri ile iligkili degilse de hastalarda genellikle
yara, apse, yumusak doku enfeksiyonu gibi lokalize bir enfeksiyon odagi varligi
bakteriyemi gelisimine neden olmaktadir. Hastane enfeksiyonlari ise hastaneye yatistan
2 veya daha fazla giin sonrasinda ortaya ¢ikmakta ve izole edilen sus toplum kaynakli
enfeksiyonlara gore daha direngli olmaktadir (20). En ¢ok karsilagilan semptom ates,
tistime ve titrremedir (20). Hastalarin yaklasik %10’unda endokardit gelisimi gbzlenir
(34). Bakteriyeminin zemininde enfekte yabanci cisim varligi yatiyorsa tedavide
oncelikle yabanci cisim ¢ikarilmali, islem sirasinda ve sonrasinda antimikrobiyal tedavi

uygulanmalidir (35).

2.3.9 Endokardit

Dogal ve prostetik kapak endokarditinde en sik karsilasilan etkenlerden biri S.
aureus’tur. Ates, artralji, myalji gibi grip benzeri semptomlar olabilecegi gibi yeni
olusmus kardiyak tiflirlim de gozlenebilmektedir. Kapaklarda vejetasyon olusabilir ve
bu vejetasyonlar bulundugu yerden koparak c¢esitli organlarda emboliye neden
olmaktadir (20). S. aureus kaynakli endokarditlerde mortalite %50’lere kadar
¢ikabilmektedir (19).

2.3.10 Menenjit
S. aureus kaynakli menenjit genellikle kafa travmasina sekonder veya cerrahi
miidahale sonrasinda karsimiza ¢ikmaktadir (36). Menenjit etkeni olarak nadir

goriilmekle birlikte etken oldugu zaman mortalitesi yiiksektir (20).
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2.3.11 Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Toplum kaynakli, ventilator iliskili ve saglik bakimi ile iliskili pndmonilerin en
sik etkeni olarak S. aureus karsimiza ¢ikmaktadir (37). Genellikle oral sekresyonlarin
aspirasyonu veya hematojen yayilimla solunum sistemi enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Hastane kaynakli pndmonilerin ¢ogunlugu MRSA kaynaklidir ve genellikle
komorbid hastaligi bulunan yasli kisilerde ¢ikma egilimindedir (38).

Solunum yolunda S. aureus’un varligi, hastanin immiin cevabina bagl olarak
asemptomatik kolonizasyondan fulminan invazif hastalia kadar genis bir yelpazede
sonuglara yol agabilir. Akciger parankiminde masif polimorfoniikleer 16kosit varligi ve
kiiciik apse odaklarinin olusumu, S. aureus pndmonisinin tipik bulgularidir ve PVL

pozitifligi ile iliskilendirilmistir (39, 40).

2.3.12 Osteoartikiiler Enfeksiyonlar

S. aureus, dogal eklem septik artriti, protez eklem enfeksiyonu ve osteomyelitin
en sik etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (41). S. aureus osteomyeliti hematojen yolla
veya dogrudan lokal enfeksiyonun travma veya cerrahi girisim sonucu yayilmasiyla
olusmaktadir. Cocuklarda daha ¢ok uzun kemik uglari, eriskinlerde ise aksiyel iskelet
tutulumu olmaktadir (42). Kemigin malign hastaliklarii1 taklit eden radyografik
goriintiilemelerle birlikte ates, kilo kaybi, kemik agris1 gibi spesifik olmayan bulgular
goriilebilmektedir (43). S. aureus’a bagh septik artrit genellikle bakteriyeminin bir
komplikasyonu olup eklem bolgesinde agri, 1s1 artist ve kizariklik olur. Tanis1 eklemden
aliman piiriilan sivinin gram boyamas1 ve kiiltlirii ile konulur. Tedavide genellikle

vankomisin kullanilir (20).

2.3.13 Stafilokokal Besin Zehirlenmesi

En sik goriilen gida kaynakli intoksikasyon tablosu olup, bakterinin direkt etkisi
ile degil, olusturdugu 1s1ya dayanikli toksinin etkisiyle meydana gelir. En sik bu tabloya
yol agan besinler jambon gibi islenmis etler, kremal1 pasta, dondurma, konserve gidalar
ve patates salatasidir. S. aureus yiiksek tuz miktar1 bulunan ortamlarda da iyi
ireyebildiginden gidanin tuzlanmasi bu toksikasyon tablosunun olusmasini
engelleyemez. Gidalara S. aureus bulas1 genellikle bir gida yapimcisi araciligiyla olur.
Bu S. aureus enfeksiyonu bulunan bir el araciligiyla olabilecegi gibi asemptomatik
nazofarenks tastyiciligi ile de olabilmektedir. Gidanin 1sitilmasi bakteriyi oldiirse de
toksini etkisizlestirememektedir. Toksin tretilmis gida alimim takiben genellikle 2-4

saat i¢inde kiside kansiz ve sulu ishal, bulanti, kusma, siddeti karin agrisinin gorildigii
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atesin genellikle eslik etmedigi bir tablo olusur ve semptomlar genelde 24 saat i¢inde
kendiliginden kaybolur. Tablo, bakterinin direkt etkisiyle olmayip toksin aracili oldugu
i¢cin antibiyotik tedavisi gerekli degildir. Semptomatik tedavinin uygulanmasi yeterlidir

(19, 20).

2.3.14 Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu

Baz1 S. aureus suslan tarafindan iretilen ve intraepidermal hasara yol agan iki
eksfolyatif toksin (ET) eksfoliatin A (ET-A) ve eksfoliatin B (ET-B)’den birinin neden
oldugu, haslanmis deri gériiniimiine yol agan Ve sistemik bulgularin eslik ettigi tablodur.
SSSS, Ritter von Ritterschein hastaligi, Ritter hastaligi, Lyell hastalig1 ve epidermisin
stafilokokal nekrolizi olarak da adlandirilir. 5 yasindan kii¢iik ¢ocuklar ve bebekler
agirliklt olarak etkilenir. SSSS tipik olarak nazofarenks, konjunktiva, deri, i¢ kulak,
umbilikus veya idrar yolunda hafif bir enfeksiyon odagi ile iliskilidir (44). Genel olarak,
SSSS’nin baslangi¢ semptomu, cildin tiim yiizeyinde kizariklik ve atestir. 24-48 saat
icinde tiim viicutta i¢i sivi dolu kabarciklar olusur. Kabarciklar yirtilir ve ortaya ¢ikan
alan yanik olarak goriiniir. SSSS’de cilt hafif bir dokunusla dahi hemen soyulur ve
yanmis cilt olarak goriinen 1slak kirmizi alanlar birakir ve buna da nikolsky isareti ad1
verilir (45, 46). Kreslerde ve yenidogan yogun bakim iinitelerinde SSSS salginlar
goriildiigiine dair ¢alismalar mevcuttur. Mortalitesi % 5’in altindadir ancak immiin
yetmezligi veya bobrek hastaligi olan kisilerde o6liim orani % 60’lara ¢ikmaktadir.
Oliimler genellikle hasarli deride olusan sekonder bakteri enfeksiyonlarma bagl olarak

gelismektedir (19, 20).

2.3.15 Stafilokokal Toksik Sok Sendromu

Toksik sok sendromu (TSS) eriskinlerde ve ¢ocuklarda toksin iireten S. aureus
ve Streptococcus pyogenes suslari araciligiyla olusan, yiiksek ates, hipotansiyon,
dokiintii, ¢oklu organ yetmezligi ile karakterize akut ve siddetli hastalik tablosudur.
Nadir fakat siddetli bir hastalik olan S. aureus’a bagli TSS’de 6liim orani 0 ile %22
arasinda degismektedir (47). S. aureus, menstrual dénemde hiperabsorban tampon
kullanan kadinlarda ¢ogalmakta ve vajinadaki CO2’den zengin nétral pH’l1 ortam toksin
(TSST-1) iiretimine neden olmaktadir. Uretilen toksin siiperantijen dzelligindedir ve T
lenfositlere sunulmay1 gerektirmez. Osteomyelit, cerrahi yara enfeksiyonu, apse, yanik,
nazal tamponlar veya influenza pndmonisi sonrasinda kadin veya erkeklerde vajinal
tampon iligkisiz TSS gosterilmistir (48). Menstruasyon ile iliskisiz vakalar

menstruasyon iliskili olanlara gore daha yiiksek mortaliteye sahiptir (49). Septik sok,
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Kawasaki hastaligi, ilag reaksiyonu, eozinofili veya DRESS sendromu ile karisabilir
(50). TSS olusan hastalarda hastalik sirasinda veya sonrasinda TSST-1’e karst 6zgiin
antikor gelisimi gozlenmez, bu nedenle hastalar TSS’na kars1 duyarli halde kalir (51).
Toksin kaynakli sistemik bir hastalik oldugu i¢in genellikle kan kiiltiirlerinde pozitiflik
goriilmez. TSS’nda tedavi destek tedavisi, antibiyoterapi, intravendz immiinglobilin
(IVIG), bazi hastalarda da cerrahi islem seklinde diizenlenmektedir. Antibiyoterapide
genellikle antitoksin etkileri bulunan klindamisin, florokinolonlar, rifampin gibi ilaglar

tercih edilmektedir (20).

2.4 Stafilokoklarda Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler, bakterilerin olagan aktivitelerini engelleyen, dogal ya da
kimyasal olarak elde edilen maddelerdir. 70’li yillarda bakteriyel enfeksiyonlarin
tamaminin iyilestirilebilir oldugu distiniilirken, zamanla Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa gibi
enfeksiyonlarin tedavisinde yasanan ¢oklu antibiyotik direnci gibi giigliikkler bu
anlayistan hekimleri uzaklastirmistir. Giinimiizde bakterilerde gelisen bu direncin
nedeninin uygunsuz antibiyotik kullanimina ve verimi artirmak amaciyla hayvan
yemlerine ilave edilen antibiyotiklere bagl oldugu diisiiniilmektedir. Stafilokoklarin da
dahil oldugu gram pozitif bakterilerde gelisen direng, tip diinyasinda ilgi odagi olmustur
(52). Gelistirdigi enfeksiyonlarda uygun antibiyoterapiyle dahi mortalite oran1 %20-40
arasinda degisen S.aureus, nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda ilk siralarda
karsimiza ¢ikmakla beraber toplum kaynakli enfeksiyonlarda da sik goriilmektedir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar yogun bakim iinitelerinden izole edilen MRSA oraninin
%80 gibi yiiksek oranda oldugunu gostermektedir (53). Giiniimiizde sasirtict bir sekilde
MRSA’lar sadece hastanelerden degil toplumdan da izole edilmektedir. Vankomisin
MIK degerleri < 2 pg/ml olan suslarin tedavisi sirasinda goriilen basarisizlik da
stafilokoklarda ciddi bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (54). Bakteriler
tarafindan gelistirilen her direngle birlikte yeni antibiyotige duyulan ihtiya¢ artmis ve
her yeni gelistirilen antibiyotige de ¢cok ge¢cmeden diren¢ gelismistir. Bunun en ¢arpici

ornegini S. aureus’ta gormekteyiz (54).

2.4.1 Penisilin Direnci
Antibiyotiklerin kesfinden o6nceki yillarda S. aureus bakteriyemisine bagli
Oliimler yaklasik %80 civarinda goriilmekteydi (55). 1940’larda penisilinin kesfeiyle

birlikte S. aureus enfeksiyonlarina bagli 6liimlerde dramatik bir diisiis yasandi. Ancak
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bu durum ¢ok uzun siirmedi ve penisilinin kesfinden sadece 2 yil sonra 1942°de, dnce
hastanelerde sonra tiim toplumda penisiline direngli S. aureus izolatlar1 gosterildi (56).
1960’larin sonlarina gelindiginde ise hastane ve toplum kaynakli S. aureus izolatlarinin

%80’den fazlasinin penisiline direng gelistirdigi gorildi (57).

Bakterilerin yagamlarini siirdiirebilmeleri hiicre duvarimin varligina baglhidir.
Biiyiime ve boliinme sirasinda S. aureus, N-asetilmuramik asit (NAM) ve N-
asetilglukozamin (NAG) birimlerinden olusan kalin bir peptidoglikan tabakayi
sentezlemektedir. Peptid yapi organizmaya gore degismekle birlikte S .aureus’ta bu
pentapeptid L -Ala-y- D -Glu- L -Lys(Gly) s - D -Ala- D -Ala’dir; pentaglisil kismi lizin
yan zincirine baghdir. Peptidoglikan yapimin sentezi, ¢apraz baglanmalar1 saglayan
Penisilin Baglayic1 Protein (PBP) olarak adlandirilan transpeptidazlar ve
transglikosilazlarin katalitik islevleri araciligiyla gergeklesir. PBP’lerin aktiviteleri
bakterilerin canliligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli oldugundan B-laktam antibiyotiklerin
istenilen hedef bolgeleri de PBP’lerdir. Penisilin bakterisidal bir antibiyotik olup diger
B-laktam antibiyotikler gibi D-alanil-D-alanin anologudur ve transpeptidazin aktif
bolgesine baglanip bakterilerdeki peptidoglikan tabaka sentezini engelleyerek etki
gostermektedir. Peptidoglikan tabakadaki capraz baglar olusturulamadigi igin hiicre

duvari kirtlgan hale gelir ve osmotik basing nedeniyle de hiicre lizise gider (52, 58).

Kirby ilk olarak penisilinin, penisiline direngli S. aureus susu tarafindan inaktive
edildigini gostermistir (59). Giiniimiizde S. aureus izolatlarinin %90’dan fazlasi

penisilinaz iiretmektedir (60,61).

Stafilokoklardaki penisilin direncine 3 -laktamaz genini kodlayan ve bir plamid
lizerinde taginan blaZ aracilik etmektdir (62). Stafilokoklar, B -laktam antibiyotige
maruz kaldiginda sentezlenip, B-laktam halkayr parcalayan bu enzim c¢ogunlukla
ekstraselliilerdir ve antirepressor blaR1 ve repressor blal tarafindan diizenlenir. Son
caligmalar, B-laktamaz sentezinden sorumlu olan sinyal yolunun, diizenleyici proteinler
blaR1 ve blal’nin ardisik boliinmesini gerektirdigini gostermistir. B-laktamlara maruz
kaldiktan sonra, bir transmembran sensor-doniistiiriicii olan blaR1 kendi kendini keser
(61,62). Zhang ve ark. boliinmiis proteinin, bastirici blal’i dogrudan veya dolayli olarak
(ek bir protein,blaR2, bu yola dahil olabilir) bélen bir proteaz olarak islev gordiigiinii
ve blaZ nin enzimi  sentezlemesine izin verdigini varsayar. Boylelikle [-laktamaz

sentezi gercekleserek B-laktam antibiyotiklere direng gelisimi ortaya ¢ikmis olur (61).
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2.4.2 Metisilin Direnci

Penisiline direngli S. aureus’un neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmak tizere 1950’lerde B-laktamazlara direngli yar1 sentetik bir antibiyotik olan
metisilin  kesfedildi. Metisilin ve diger p-laktamazlara direngli penisilinlerin
kullanilmasiyla birlikte tedavide biiyiik bir basar1 saglandi ancak bakterinin metisiline

direng gelistirmesi ¢ok uzun siirmedi ve 1960’da metisiline direngli suslar gostrildi (62,
63).

MRSA kesfedildikten sonra, 1980’lere kadar hala nadir enfeksiyon etkeni olarak
karsimiza ¢ikmaktaydi. Ancak 1980’lerden sonra hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri
arasinda sik goriilmeye baslandi. Baslangicta sadece hastane enfeksiyon etkeni olarak
karsimiza ¢ikan MRSA, kisa silire sonra topluma da yayildi ve toplum kaynakli

enfeksiyon etkenleri arasinda da gériilmeye baslandi (64).

Metisilin direnci, p-laktamazlar araciligiyla hidrolize olmayan [-laktam
antibiyotiklere (metisilin,oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) kars1 direng
olarak tanimlanmaktadir (65). Metisiline direng, penisiline karsi gelistirilen direngten
farkli olarak plazmidlerce olmayip, kromozom kaynaklidir. Hareketli genetik eleman
olan, metisiline duyarli S. aureus’ta bulunmayan, stafilokokal kaset kromozomu
(Staphylococcal Cassette Chromosome mec; SCCmec) olarak adlandirilan kaset
bolgesinde yer alan mecA geni araciligiyla metisilin direnci gelismektedir. SCCmec geni
iceren S. aureus suslart MRSA olarak adlandirilirken, SCCmec geni igermeyen suslar
metisiline duyarlt S. aureus (MSSA) olarak isimlendirilirler (20). MecA geni farkli bir
penisilin baglayan protein olan PBP2a’y1 sentezler ve bu da PB-laktam yapisindaki
antibiyotiklere diisiikk afinite gostererek bakteriyi sentetik penisilinlere (metisilin,
nafsilin, oksasilin) ve ¢ogu sefalosporinlere (antistafilokokal penisilinler harig) direngli
hale getirir (66). Metisilin direnci i¢in gerekli olan bagka genler de tanimlanmistir,
bunlar fem (factors essential for expression of methicillin resistance) ve aux (auxiliary)
genleridir (66).

PBP2a’nin sentezi mecRIl ve mecl aracilifiyla kontrol edilmektedir. mecRI ve
mecl, PB-laktamazi kodlayan genin (bla), antirepressor (blaRl) ve repressor (blal)
diizenleyicilerinin esdegeri olarak diisiiniilebilir. Normal diizenleyici genler olan mecA
ve mecRI/mecl bulunan suslarda p-laktamaz sentezinde goriilen durumun tersine daha

yavas bir PBP2a sentezi ger¢eklesmektedir (66).
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2001’de Wu ve arkadaglart yapmis olduklart bir ¢alismada S. aureus’ta
belirlenen mecA geninin antibiyotiklere duyarli Staphylococcus sciuri ‘de gosterilen
mecA geninin homologu oldugunu goéstermistir (67). MecA geni S. aureus’a ozgii
olmayip diger stafilokok tiirlerinde de (S. pseudintermedius, S. intermedius, S.

vitulinus, S. epidermidis, S. haemolyticus ve S. saprophyticus) gosterilmistir (10).

Mayis 2007 de, Ingiltere’de biiyiikbas hayvanlarda gelisen mastit {izerine yapilan
epidemiyolojik bir arastirmada, bir ¢iftlik tankindaki dokme siit 6rneginden S.
aureus Lcazs1 adi verilen yeni bir genizole edilmistir (10). Bu arastirma Birlesik
Krallik’taki ~ bir  slit  sigircillign  stiristinde  tespit  edilen  metisiline
direngli S.aureus’un ilk raporu olma o6zelligi gdstermektedir. izolat oksasilin  ve
sefoksitine direngli bulunmus, ancak yapilan testlerde mecA geni ve PBP2a varligi
gosterilememistir. Daha sonra, Wellcome Trust Sanger Enstitiisii, S. aureus Lcazs:
‘in genom dizisini ortaya ¢ikarmigve orijinal mecAile yaklasitk % 69 sekans
benzerligine sahip yeni genin varligini gostermistir. Bu gen
baglangicta mecA Lcazst olarak adlandirilmig ve amino asit seviyesinde orijinal
PBP2a’ya yaklasik % 63 homoloji gosterdigi, bunun da mecA i¢in PCR ile ve PBP2a
icin slayt agliitinasyonu ile tekrarlanan negatif testleri acikladigi kanaatine
varilmistir. Bu mecA homologu, yani mecA Leazs1, Stafilokok Kaset Kromozom
Elemanlarinin Siniflandirilmasina Iliskin Uluslararast Calisma Grubu (IWG-SCC)
tarafindan 2012 yilinda mecC olarak yeniden adlandirilmustir (11).

Garcia-Alvarez ve ark. yapmis oldugu calismada sadece siit sigirlarinda degil
ayni zamanda insanlarda da mecC pozitif izolatlar oldugunu gostermistir (10) . MecA
gibi mecC de SCCmec iizerinde bulunmaktadir ve yine mecC, mecA gibi diger
stafilokok tiirlerinde de (S.stepanovicii, S.xylosus ve S.sciuri) bulunabilmektedir (68).
Bugiine kadar, biri Fransa’da biiyiikbag hayvan siitiinden izole edilen S. xylosus 'ta ve
digeri kemirgenler ve bocekgciller dahil olmak tizere kiigiik yabani memelilerden izole
edilen S. saprophyticus 'ta olmak tizere iki mecC allotipi bildirilmistir. Bu
allotipler, mecC1 ve mecC2, S. aureus LGA251 deki mecC ile sirasiyla yaklasik %93.5
ve %92.9 niikleotit sekans benzerligi gostermektedir. mecC 'nin de mecA gibi koagiilaz
negatif stafilokoklardan kaynaklanmis olabilecegi disiiniilmektedir. Bununla birlikte,
bu konu hala tartisilmaktadir ve mecC- pozitif stafilokoklarin tiim genom dizisini igeren
daha fazla aragtirma, bu direncin kdkeni ve evrimi hakkinda yol gosterici olacaktir (69,
70).
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2012’de Kim ve ark. tarafindan yapilan bir caligmada ilk kez mecC tarafindan
kodlanan PBP2a’nin B-laktam direncini belirlemedeki rolii gosterilmistir. Bu ¢alismada
mecA ve mecC tarafindan kodlanan PBP2a’nin 6zelliklerinde biiytiik farkliliklar oldugu
ortaya konulmustur. Calismada, mecC tarafindan kodlanan PBP2a’nin, oksasiline
sefoksitinden daha yiiksek afinite gosterdigi, bunun aksine mecA tarafindan
kodlanan PBP2a nin, oksasiline (MIC = 200 pg/ml) kiyasla sefoksitine (MIC = 400
pug/ml) karsi daha yiiksek direng goOsterdigi bulunmustur. Her iki proteinde de
termostabilite ve optimum sicaklik bakimindan farkliliklar oldugu, mecC tarafindan
kodlanan PBP2a’nin, mecA tarafindan kodlanan PBP2a’ya gore daha az kararli oldugu
gosterilmistir.  Calismada ortaya ¢ikan diger bir sasirtict  durum  ise,
PBP2a mecc nin transglikosilaz aktivitesine sahip olmamasina ragmen, PBP2a meca gibi
yilksek diizeyde oksasilin direnci saglamak icin dogal PBP2’nin varligmi
gerektirmemesidir. Bunun  nedeninin,  monofonksiyonel  glikotransferazlar  ve
PBP2a mecc arasindaki isbirligi olabilecegi izerinde
durulmustur. Calisma, mecC tarafindan kodlanan PBP2a’nin metisilin  direncindeki
roliinli ve ayrica bir transpeptidaz olarak roliinii dogrulasa da, her iki proteinin

performanslarinda 6nemli farkliliklar vardir (71).

Her ne kadar mecA ve mecC tarafindan kodlanan proteinler farkli biyokimyasal
ozelliklere sahip olsa da mecC yine metisilin direncini gostermektedir. Bu nedenle, bu
suslarn  MRSA olarak dogru tamimlanmasi, klinik tan1 agisindan ozellikle
onemlidir. Antimikrobiyal duyarlilik testi kullanan laboratuarlarda muhtemelen bu
suslar MRSA olarak dogru bir sekilde tanimlanacaktir; ancak, MRSA’nin tanimlanmasi
ve dogrulanmasi i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasi gerekliligi de ayri bir
problemdir. Laboratuvarda PCR ile mecA ve mecC yi ayirt etmek i¢in evrensel mec gen
primerlerinin ~ veyamecC'ye  o6zel primerlerin  eklenmesi  gereklidir. Bu  aym
zamanda mecC MRSA’nin siirveyans ¢alismalar1 ve karakterizasyon igin daha fazla sus
izolasyonu agisindan faydali olacaktir. mecC MRSA’y1 tespit etmek ve ayirt etmek i¢in
cesitli PCR tabanli yontemler ve ticari PCR testleri arttk mevcuttur.
Ancak, mecA tarafindan  kodlanan PBP2a kullanilan ticari slayt agliitinasyon
testleri mecC MRSA’y1 MSSA olarak yanlis tanimlayacaktir. Bu
nedenle mecC MRSA’nin tespiti gozden kagirilmis olacaktir. Teshis laboratuvarlar
tarafindan mecC tarafindan kodlanan PBP2a’nin tespiti i¢in bu testleri giincellemesi

veya modifiye test gelistirmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (72).
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MRSA enfeksiyonlar1 hastane kaynakli (HK-MRSA) ve toplum kaynakli (TK-
MRSA) MRSA enfeksiyonu olarak ikiye ayrilmistir (53). HK-MRSA enfeksiyonlari
risk grubunu yakin zamanda hastaneye yatan, bakim merkezlerinde uzun siire kalan,
katater veya cerrahi girisim Oykiisii bulunan kisiler olusturmaktadir ve bu enfeksiyonlar
genellikle daha direncli olmaya meyillidir. TK-MRSA enfeksiyonlar1 hastane ile
iliskisizdir ve genellikle yumusak doku enfeksiyonu, pnomoni, sepsis kemik-eklem

enfeksiyonlart seklinde ilerler (73).

TK-MRSA ve HK-MRSA ayrimim1 yapabilmek i¢cin CDC tarafindan
olusturulmus olan kriterler kullanilmaktadir. Buna gore toplum kaynakli MRSA demek
igin;

» Hastaneye yattiktan sonraki ilk 48 saat icinde veya hastaneye yatistan once

alinan kan kiltirinde MRSA {liremesi.

* Hastanin daha dnceden MRSA ile kolonizasyonunun olmamasi ya da MRSA

enfeksiyonu gegirmemis olmasi

* Son bir y1l igerisinde hastanede veya bakimevinde kalma, diyaliz, cerrahi

Oykiisii olmamasi
« Kalic1 kateter veya transdermal medikal alet olmamast

Bu durumlarin tersi ise hastane kaynakli MRSA enfeksiyonu tanisi

koydurmaktadir (73).

S. sciuri’den kazanildigi diistiniilen mobil genetik eleman olan SCCmec’in
bulunmasindan kisa bir siire sonra birgok SCCmec alt tipi tanimlanmistir ve bu SCCmec
tipleri toplum ve hastane kaynaklit MRSA enfeksiyonlarinda degisiklik gostermektedir.
Biiyiik SCCmec tipleri (tip 1,2,3) HK-MRSA enfeksiyonlarinda goriilmektedir. Kiigiik
SCCmec tipleri (tip 1V,V) ise TK-MRSA enfeksiyonlarinda goriilmektedir ve metisiline
duyarli suslardan aktarildig: diistintilmektedir. SCCmec tip 1,2,3 coklu antibiyotik
direng geni tasirken, tipIV ve V sadece B-laktam antibiyotiklere direng geni (mecA)
tasir (74).

Baslangicta HK-MRSA sadece saglik bakimi yapilan merkezler ile
iliskilendirilmis olup toplumda ortaya g¢ikmadigi biliniyordu ancak daha sonralari
sadece saglik bakim merkezlerinde goriilmedigi anlasildi. 1k kez 1980’lerde

tanimlandiktan sonra giderek artan oranlarda toplum kaynakli enfeksiyon etkeni olarak
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izole edilmektedir ve bu da ciddi bir endise kaynagidir (75). Buna ragmen olayin
sevindirici olan kismi1 ise TK-MRSA’larin HK-MRSA’lara oranla f-laktam disindaki
antibiyotiklere daha az diren¢ gelistirmesidir. Ayrica TK-MRSA’lar Panton-Valentine
16kosidin (PVL) tiretmektedir (76).

MecA ve mecC geni icermemesine ragmen oksasiline diisilk diizeyde direng
gosteren bazi suglar gosterilmistir. Bu suglar nadir goriilmekle birlikte hangi yollarla
direng gelistirdigi tam olarak gosterilememistir, ancak p-laktamazlarin fazla tiretimi ve
PBP lerde degisiklik gelistirmelerine baglh direng gelistirmis olabilecegi lizerinde
durulmaktadir. Bu izolatlar i¢cin BORSA (borderline duyarli S.aureus) tanimi
kullanilmaktadir (77).

2.4.3 Vankomisin Direnci

Vankomisin ilk kez 1956’da Streptomyces orientalis’ten elde edilen, sadece
gram pozitif bakteriler {izerinde etkinlik gostermesi nedeniyle dar spektrumlu olarak
tanimlanan, bakterisidal bir antibiyotiktir. Kesfedilmesinin hemen ardindan, yine ayni
yillarda enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Yan
etkilerinin fazla olmasi nedeniyle metisilin kullanima girdikten sonra vankomisin
kullanim1 terk edilmis ancak MRSA enfeksiyonlarinin giderek artan siklikta rapor

edilmesiyle tekrar kullanilmaya baslanmustir (78).

MRSA enfeksiyonu gelisen hastalarda vankomisin genellikle ilk tercih edilecek
antibiyotik olarak onerilmektedir. Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
rehberine gore vankomisin MIK degeri < 2 ug/ml olan suslar duyarli, 4-8 ug/ml olan
suslar orta duyarli, > 8 ug/ml olan suslar direngli kabul edilmektedir (79). Tedavide
vankomisin kullanilacaksa tedavi basarisizligini 6nlemek i¢cin minimum inhibitor
konsantrasyonun (MIK) < 1.5 pg/ml olmasi tavsiye edilmektedir. Yapilan bazi
caligmalarda vankomisin MiK degeri >1.5 pg / ml olan hastalarin vankomisin tedavisine
cevabin daha kotii oldugu gorilmistiir (80). Metisiline direngli stafilokoklar (hem
koagiilaz pozitif hem de negatif), Clostridium difficile ve enterokoklarin neden oldugu
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in vankomisin kullanimindaki dramatik artis,
vankomisine direngli stafilokoklarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (81). Klinik bir
izolatta, stafilokoklarda vankomisine karsi gelisen direng ilk kez bir Staphylococcus
haemolyticus susunda bildirilmistir (82). Vankomisine orta diizeyde direngli S.
aureus (VISA) ilk kez 1997°de Japonya’dan bildirilmis ve daha sonra diger iilkelerden
ek vakalar bildirilmistir (14). VISA gelisen izolatlarin tamaminin ayn1 zamanda MRSA
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oldugu gosterilmis ayrica vankomisin tedavisi altindaki hastalardan olustugu
goriilmiistiir (83). Son yillarda vankomisine orta duyarli S. aureus (VISA) ve
vankomisine heterojen direngli S. aureus (hVISA) diinya genelinde siklikla rapor
edilmektedir (84). hVISA vankomisine duyarli bir popiilasyonda vankomisin MIK
degeri daha yiiksek alt gruplarin bulunmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu alt gruplarin
bulunma siklig1 yaklasik olarak 10%-10%°da 1°dir (85). Yapilan ¢alismalar hVISA
enfeksiyonlarinin kalic1 bakteremi, tedavi basarisizligl veya tedaviye zayif bir cevapla

iliskili oldugunu gostermektedir (84).

VRSA’larda glikopeptidlere karsi goriilen direng mekanizmast VISA ve
hVISA’larda gorillen mekanizmalardan farklidir. VRSA’larda goriilen direng,
enterekoklardan vanA geni igeren Tn1546 transpozonunun entegre oldugu plazmidin S.
aureus’a aktarilmasiyla gerceklesmektedir. Vankomisin, sentezlenmekte olan
peptidoglikanin D-alanin-D-alanin ucuna baglanir ve transpeptidasyon asamasi inhibe
ederek hiicre duvar sentezini engeller. vanA gen varliginda ise D-alanin-D-alanin yerine
vankomisine afinitesi oldukc¢a diisiik olan D-alanin-D-laktat sentezlenir. Degisen Onciil

molekiillere vankomisin baglanamaz ve hiicre duvar sentezini inhibe edemez (86, 87).

VISA/hVISA’larda gorillen direngte ise izolatlar vanA geni igermeyip
vankomisine daha diisiik diizeyde direng gostermektedir. Direncin mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte yapilan ¢alismalar bu konuya 151k tutmaktadir.
Calismalarin ¢ogunda hVISA/VISA suslar1 ile hiicre duvar kalinlasmasi, otolizde
azalma ve yiiksek anyonik yiiklerin azalmasi iligkilendirilmistir (88). Vankomisine kars1
azalmis duyarhiligin peptidoglikan biyosentezindeki degisikliklerden kaynaklaniyor
oldugu diisiiniilmektedir. VISA suslarinda, diizensiz sekilli, kalinlasmis hiicre duvarlar
ile sonuglanan ek miktarlarda sentezlenmis peptidoglikan oldugu gdsterilmistir. Daha
fazla D-Ala-D-Ala kalintisinin agiga ¢ikmasina yol acan peptidoglikan ipliklerinin
capraz baglanmasinda da azalma vardir (89). Degisen c¢apraz baglanma, pentapeptid
kopriisiinde d-glutamatin  amidasyonu i¢in mevcut olan azaltilmis L glutamin
miktarlarindan kaynaklanmaktadir. Sonug olarak, vankomisini baglamak ve yakalamak
icin daha fazla D-Ala-D-Ala artig1 olusmakta, baglanan vankomisin daha sonra ilag
molekiillerinin sitoplazmik membrandaki hedeflerine ulagsmasinda baska bir engel

olarak hareket etmektedir (90).

Ayrica, hVISA/VISA fenotiplerinin, iki bilesenli sistemin (TCS) vraSR

(vankomisin direnci ile iligkili sensor/regiilator), graSR (glikopeptid direnci ile iligkili
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sensor/regiilator) ve walKR ( sensor protein kinaz/regiilatdr) genlerindeki mutasyonlarla

iliskili oldugu gosterilmistir(91).

2.4.4 Kinolon Direnci

Florokinolonar 1980°’li yillarda Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaya baslanmakla birlikte Gram-pozitif bakteriyel enfeksiyonlara
da etkili olmas1 nedeniyle, pndmokok ve stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin
da tedavisinde kullanilmistir. Zamanla kinolon direncinin metisiline direngli S. aureus
suglar1 arasinda daha hizli ve belirgin bir sekilde ortaya ¢iktigi goriildii. Bu nedenle

kinolonlarin stafilokok enfeksiyonlarindaki kullanimi1 zamanla azaldi (92).

Florokinolon direnci, topoizomeraz IV veya DNA giraz hedefindeki spontan
kromozomal mutasyonlarin bir sonucu olarak veya ¢ok ilagl bir disa akis pompasinin
indiiksiyonu ile gelismektedir. Kinolonlar, diger bakteriyel patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi igin kullanildiginda, S. aureus ile kolonize olan hastalarin
(0rnegin, ciltlerinde veya mukozal yiizeylerinde) subterapdtik —antibiyotik
konsantrasyonlarina maruz kaldigi ve bu nedenle direngli mutantlarla kolonilesme riski
altinda oldugu diisiiniilmektedir (92) . Bu yerlesik, direncli tiirler daha sonra olusacak
enfeksiyonlar icin rezervuar haline gelir. Hoiby vd.’nin yapmis oldugu bir
calismada siprofloksasin tedavisinin, hem siprofloksasin hem de metisiline direngli,
burun ve deriyi kolonize eden koagiilaz negatif stafilokok suslarinin oranini hizla
artirdig1 gosterilmistir. S. aureus da kommensal floranin bir pargast oldugundan benzer

bir durum bu bakteri i¢in de gegerlidir (93).

Kinolonlara direng, kromozomal mutasyonlarin asamali olarak edinilmesinden
kaynaklanir. Yiiksek bakteri yogunlugu, direngli alt popiilasyonlarin 6nceden varlig1 ve
bazen stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde diisiik dozlarda kullanilan kinolonlar,
direngli mutantlarin se¢imine yol acan bir ortam yaratir. Kinolonlar, DNA siiper
sarmalini agan DNA giraz ve birlestirilmis DNA ipliklerini ayiran topoizomeraz IV
tizerinden etkinlik gostermektedir. Enzim-DNA kompleksinin kritik bolgelerindeki
amino asit degisiklikleri [kinolon direnci-belirleme bolgesi (QRDR)], her iki hedefi igin
kinolon afinitesini azaltir. ParC alt birimi (GrlA in S.aureus) topoizomeraz IV ve
girazdaki GyrA alt birimi, direng mutasyonlarinin en yaygin bolgeleridir; topoizomeraz
IV mutasyonlari, stafilokoklarda birincil ilag hedefleri olduklari i¢in en kritik olanlardir
(92). Tek amino asit mutasyonlar1 bazen klinik diren¢ kazandirmak igin yeterlidir, ancak

daha aktif florokinolonlar i¢in ek mutasyonlar gerekli goriinmektedir. Direng
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mutasyonlart QRDR sitelerinde birikerek direng seviyelerini artirabilir. Her iki hedefin
de diren¢ mutasyonlarina sahip olmasi oldukc¢a yaygindir. S.aureus’ta ek bir direng
mekanizmasi, ¢oklu ilaca direngli disa akim pompasi NorA’nin indiiksiyonudur. S.
aureus’ta bu pompanin c¢alismasindaki artig diisiik diizeyde kinolon direnci ile

sonuglanabilir (94).

Daha yeni florokinolonlar  (moksifloksasin gibi  8-metoksikinolonlar),
siprofloksasine direncli stafilokoklara kars1 in vitro etkili olmakta ve diren¢li mutantlar
segme olasiligr daha diisiik goriiniirken, in vivo etkinlik gdsterip gostermeyecegi net
degildir (95). Entenza vd. yapmis oldugu bir ¢aligmada siprofloksasine direngli S.
aureus suslarinda moksifloksasin MiK degerleri diisiik olmakla birlikte endokarditli bir
hastanin tedavisinde etkili olmadigi gériilmistiir. Bu durum, in vitro duyarlilik testi ile

in vivo terapdtik etkinlik arasinda potansiyel bir esitsizlik oldugunu gostermektedir

(96).

2.4.5 Daptomisin Direnci

Ikinci en o6nemli anti-MRSA ilaci, lipopeptid antibiyotik smifina ait olan
daptomisindir. Daptomisin, hiicre zarmin depolarizasyonuna ve destabilizasyonuna
neden olan hiicre zarin1 hedefleyerek bakteri 6ldiiriicli etkinlik gosterir. Diger pek cok
ilag hiicrenin pargalanasina yol agar boylelikle bakteriyel endotoksinler ve diger
inflamatuvar bilesenler dolasima katilir ve sonu¢ olarak sitokinler devreye girerek
hastada ¢oklu organ yetmezligi ve septik sok tablolar1 gelisebilir. Ancak daptomisin
hiicre parcalanmasina neden olmadan kollapsa yol acar ve bu nedenle bakteriyel icerik
dolagima katilmaz ve septik sok tablosu goriilmez bu da diger antibiyotiklere bir
ustlinligudir (97, 98).Cafiso ve ark.’na gore dItABCD genleri, daptomisinin azaltilmis
duyarlilig1 i¢in ortak bir yoldur, mprF gen mutasyonu ise sadece test edilen belirli
suslarda ifade edilmistir (99). Azalmis daptomisin duyarlilig ile iliskili olan bir baska
Oonemli gen mutasyonu, RNA polimeraz alt birimleridir ( rpoB ). Bugiine kadar bir
salgin olmamasi1 nedeniyle daptomisin direnci insidansmnin nadir oldugu

diistiniilmektedir (100).

2.4.6 Tigesiklin Direnci
Tigesiklin, genis spektrumlu, cilt, yumusak doku ve intraabdominal
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan minosiklin antibiyotik sinifindaki ilk yar1 sentetik

antibiyotiktir (101).
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30S ribozomal alt initeye baglanarak protein sentezini engellemesiyle
tetrasikline benzerlik gostermektedir. Diren¢ gelisimini gostermek amaciyla yapilan
caligmalar mepA geninde artis ve mepR geninde azalmayla sonuglanan mepR ve mepA
genlerindeki mutasyonlarin MRSA’larda disar1 eflux pompasinin asir1 ¢alismasina
neden oldugunu gostermektedir. Ayrica, bu ¢aligmalarda ribozomal protein S10’da da
mutasyon oldugu goriilmektedir (101).

2.4.7 Linezolid Direnci

Linezolid, oksazolidinon grubunda yer alan, bakteriyostatik etkili sentetik bir
antimikrobiyal ajandir. 50S ribozomal alt iinitesinin 23S rRNA’sma baglanarak 30S
baglama kompleksiyle birlesir ve 70S baslangi¢ kompleksinin olusumunu engeller.
Linezolidin 50S alt tinitesindeki baglanma bolgesi kloramfenikol ve linkomisinle ¢ok
yakin olmakla birlikte linezolid peptid bagi olusumunu engellemedigi i¢in bu ilaglarla
capraz reaksiyon goriilmez. VRE, MRSA, VISA ve VRSA dahil olmak {izere gram-
pozitif koklar tizerinde giiglii etkinlige sahiptir (102).

Linezolid, toplum ve hastane kaynakli pnomonilerin ve deri-yumusak doku
enfeksiyonlarinin tedavisinde, diyabetik ayak ve bakteremi tedavisinde kullanilmak
lizere 2000 yilinda FDA tarafindan onay almistir. Ozellikle MRSA kaynakl1 ventilator
ile iligkili pndmoni (VIP) olgularinin tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. Yapilan
cesitli ¢alismalarda MRSA’nin neden oldugu hastane kaynakli pnomoni ile VIP
olgularinda linezolid ile tedavi sonucunda vankomisine oranla daha iyi klinik sonuglar

alindig1 gosterilmistir (103).

Hastane ve toplum kaynakli MRSA izolatlarinda linezolid direncine
rastlanmakla birlikte bu oran hala disiiktir (102). Linezolid direnci genellikle derin
organ tutulumu, yabanci cisim varliginda veya uzun siireli linezolid tedavisi alan
hastalarda goriilmektedir (104). Yapilan g¢alismalarda, ABD ve diger iilkelerde S.
aureus izolatlarinda linezolid direnci < %0.1 olarak belirlenmistir(105). Ulkemizde

MRSA izolatlarinda yapilan ¢esitli ¢alismalarda linezolid direnci saptanmamustir (106).

Diren¢ mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte 23S
rRNA’nin besinci bolgesinde meydana gelen niikleotid degisiklikleri sonucunda
direncin ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Bu degisiklikler genellikle 23rRNA’da bulunn
2576 pozisyondaki aminoasitte goriiliir ve linezolidin hedef bolgeye baglanmasi

giiclesir (107). S. aureus’larda en stk G2576T mutasyonu saptanmistir. Bunun diginda
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T2500A, T2504, G2242A ve G2603T mutasyonlar1 da tanimlanmustir. S. aureus’larda
23S rRNA’nin bes ya da alti kopyasi bulunmaktadir. Bu genlerde meydana gelen
mutasyonlar arttikca linezolid MIiK degerlerinde artis goriilmektedir. Hatta linezolid
kullanim stiresi ile rRNA genlerinin mutasyona ugramasi arasinda dogru orantili bir

iliski saptanmistir (105).

Ayrica plazmid aracili cfr geninin aktarilmast sonucunda da stafilokoklarda
linezolid direnci gelisebilmektedir. Cfr, 23S rRNA’nin A2503 bolgesinin metilasyonuna
yol acar. Bu degisiklik sonucunda fenikol, linkozamid, oksazolidinon, pléromutilin ve
streptogramin A gibi farkli antibiyotik gruplarinin hedef bolgeye baglanmasi
engellenmis  olur (109). Giiniimiizde cfr geni nedeniyle linezolide direngli S.

aureus izolatlariyla ortaya ¢ikan hastane kaynakli salginlar bildirilmistir (110).

2.4.8 Streptogramin Direnci

Streptograminler, Streptomyces pristinaspiralis’ten elde edilen antibiyotiklerdir.
Kinupristin %30 -dalfopristin %70 oranda olmak iizere,birlikte sinerjik etkili iki farkli
yar1 sentetik streptogramin bilesiginin kombinasyonudur. Kinupristin (streptogramin B)
ve dalfopristin (streptogramin A) bir arada genellikle bakterisidal etki gosterir. 50S
ribozomal alt {initenin farkli bolgelerine baglanarak protein sentezini irreversible inhibe
eder. Gram-pozitif bakteriler tizerinde etkinlik gostermesine ragmen Enterococcus
faecalis’e etkinligi yoktur (111, 112).

Ribozoma baglanma bolgesinde yapisal degisiklik, ilacin enzimatik
inaktivasyonu ve ilacin disa atimi gibi yollarla streptograminlere direng gelisimi
gerceklesmektedir. Ribozomal bolgede meydana gelen degisim en sik karsilasilan
diren¢ mekanizmasidir. En yaygin mekanizma, 23S rRNA ribozomal alt iinitesi icindeki
adenin metillenmesinin bir sonucu olarak ribozomlarin, stafilokoklarda bulunan erm
genleri (ermA ve ermC) tarafindan, agirlikli olarak ermC, kodlanan bir metilaz
tarafindan  modifikasyonudur. Ribozomdaki  konformasyonel degisiklikler, tim
MLSg antibiyotiklerinin azalmis baglanmasi ile sonuglanir ve bu suslar tiim
MLSg antibiyotiklerine (makrolidler, linkozamidler ve streptograminlere) direnglidir.
Transpozon ya da plazmid aracili aktarim olabilir. MLSg direnci yapisal ya da
indiiklenebilir olabilir (113). Yapisal direngte (c(MLSg) rRNA metilaz devamli iiretilir,
indiiklenebilir direngte (iIMLSg) ise sadece indiikleyici ajan varliginda metilaz tretilir.
IMLS g-nin tespiti i¢in 6zel bir disk diflizyon yontemi olan D-testi gelistirilmistir. Bu

testte, bir klindamisin diskinin yakinina bir eritromisin diski
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yerlestirilir. IMLS g direngli suslarda, klindamisine direng, eritromisinin agardan
difiizyonu ile indiiklenir ve eritromisin diskine (D-sekilli bir bolge) bitisik klindamisin
inhibisyon bolgesinin dilizlesmesine yol agar, klindamisin diskinin eritromisine
bakmayan kisminda dairesel bir bolge olusur (114). Yapilan c¢alismalarda,
stafilokoklarda %0-31 arasinda degisen oranlarda Kkinupristin/dalfopristin direnci
saptanmaktadir (115). Ulkemizde yapilan calismalarda ise bu oran %0-5 arasinda

belirlenmistir (116).

2.4.9 Seftobiprol Direnci

Seftobiprol, parenteral olarak uygulanan bir pirolidinon-3-iliden-metil
sefalosporindir. MRSA’ya, diger Gram-pozitif bakterilere (S.
pneumoniae ve Enterococcus faecalis ) ve Gram-negatif bakterilere
( Enterobacterales ve P.aeruginosa ) karsi temel peptidoglikan transpeptidazlarin
inhibisyonu yoluyla etkinlik gdsteren genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Diger
sefalosporinler gibi, seftobiproliin PBP’lere baglanmasi hiicre duvari sentezine
miidahale ederek hiicre biiylimesini inhibe eder ve nihayetinde bakteri hiicresi 6liimiine
yol agar. Bu nedenle bakterisidal etkinlik gosterir (117). MRSA’larin neden oldugu deri
ve yumusak doku enfeksiyonlari, hastane ve toplum kdkenli pndmonilerin tedavisinde
%90 civarinda etkinlik gosterdigi bildirilmistir (118). Beta-laktam direncine yol agan
PBP2a ve PBP2x’c yiiksek afinite gosterir (119). Oral emilimi iyi olmayan bu
antibiyotik parenteral yolla uygulanmakta olup postantibiyotik etkisi 30 dakika kadar
stirmektedir (120).

2.4.10 Seftarolin Direnci

Seftarolin, PBP2a’y1 inhibe edebilen yeni bir genis spektrumlu
sefalosporindir. Anti-MRSA  aktivitesi yaklasik  1-2  pg/ml’lik bir  MIC oo gosterir.
Komplike cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinin ve toplum kdkenli pndomoninin
tedavisi i¢in onaylanmistir (121). Birkag c¢alisma, sporadik vakalarda MRSA’nin
seftaroline duyarliliginin azaldigini (EUCAST MIC degerleri> 1 pg / ml veya CLSI
MIC > 4 ug / ml) ve spesifik sekans tiirleri (ST’ler) ile sinirli oldugunu gostermistir
(122 ). Son zamanlarda, seftarolin ile tedavi edilen siirekli MRSA bakteremi sirasinda
yiiksek diizeyde seftarolin direnci (MIK> 32 ng / ml) gozlenmistir (123). Seftaroline
diisiik seviyeli direng, hem allosterik alanda (N146K, E150K, N204K, E239K, G246E)
hem de transpeptidaz alaninda (H35IN, Y446N, E447) bulunan PBP2a’daki
mutasyonlarla iliskilidir (122, 123, 124).
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Yiiksek seviyeli seftarolin direnci, aktif bdlge geometrisini degistiren
transpeptidaz  alanindaki mutasyonlarla aciklanabilirken, allosterik bdlgedeki
mutasyonlarla iligkili diisiik seviyeli direng, aktif bdlgenin yeni bir allosterik
modiilasyonu ile agiklandi (125, 126). Seftarolin, terapotik konsantrasyonlarda PBP2a
allosterik bolgeye baglanir ve ikinci bir seftarolin molekiilii tarafindan aktif bolgenin
acilmasin1 ve asilasyonunu tetikler (127). PBP2a allosterik alandaki mutasyonlar,
tetikleme mekanizmasin1 degistirir ve muhtemelen peptidoglikan biyosentezi igin
gereken  protein-protein  etkilesimlerini  etkiler (127, 128). Sasirtict  bir
sekilde, seftarolinin ticari girisinden once klinik S. aureus izolatlarinda ve seftarolinin
ticari olarak mevcut olmadig: iilkelerde azalmis duyarlilik gosterilmistir (122, 129,
130).

2.5 Staphylococcus aureus izolatlarim1 Tammmlama Yontemleri
S. aureus izolatlar1 normal atmosferik sartlar altinda 35+1°C’de 1842 saatlik
inkiibasyon sonrasinda KKA’da sar1 renkli, 1-4 mm c¢apinda, parlak, diizgiin kenarli

koloniler seklinde goriilmektedir.

2.5.1 Gram Boyama

KKA’da 35+£1°C’de 1842 saatlik inkiibasyon sonunda iireyen koloniler steril tek
kullanimlik 6ze yardimiyla alinir ve temiz bir lam {izerinde serum fizyolojik ile
slispanse edilir. Lam sabit bir alev kaynagindan gegirilerek tespit islemi yapilir. Tespit
edilen lam sirastyla kristal viyole, lugol, etil alkol ve sulu fuksin boyalariyla boyanir.
Lam kuruduktan sonra 100°liik biiyiitmede 151k mikroskobu altinda incelenir. Stafilokok

kolonileri tizim salkimi seklinde ve mor renkte (Gram pozitif) goriliir (19, 20).

2.5.2 Katalaz Testi

Stafilokoklari, streptokok ve enterokoklardan ayirmada kullanilan testtir.
Katalaz, toksik hidrojen peroksit ve serbest radikallerin zararli etkisine kars1 bakteriyi
korur. Katalaz enzimine sahip olan bakteriler %3’liikk hidrojen peroksidi su ve oksijene
dontistiiriir ve sonug olarak gaz kabarcigir gozlemlenir. Eritrositler de katalaz aktivitesi
sergileyebileceginden katalaz testi kanli agardan yapilmamalidir. Ancak koyun kanli
agardan katalaz testi yapilacaksa yanlis pozitifligi dnlemek i¢in koloninin olabildigince

tist kistmdan alinmasina dikkat edilmelidir (19, 20).
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2.5.3 Koagiilaz Testi

2.5.3.1 Lam Koagiilaz Testi

Cogu Staphylococcus aureus kolonilerinde hiicre duvarina bagl olarak bulunan
koagiilaz veya kiimelesme faktorii (Clumping faktor) plazmada bulunan fibrinojen ile
etkilesime girip fibrinojeni fibrine c¢evirerek kiimelesmeye yol acar. Ancak
Staphylococcus aureus disinda S. lugdunensis ve S. schleiferi subs. schleiferi de
kiimelesme faktoriine sahiptirler ve lam koagiilaz testi pozitif ¢ikabilir. Tuz igerigi
yiiksek besiyerleri Staphylococcus aureus’ta otoaglutinasyona neden olabileceginden
kullanilmamalidir. Lam koagiilaz testi negatif ¢ikmasi kolonilerin kiimelesme faktorii
icermedigi anlamma gelir. Ancak hiicre disina salinan koagiilaz enzimi igerip

icermedigi test edilmelidir. Bu amagla tiip koagiilaz testi yapilmalidir (19, 20).

2.5.3.2 Tiip Koagiilaz Testi

Cogu Staphylococcus aureus’ta bulunan ve hiicre digina salinan koagiilaz1 test
etmede kullanilan bu yontem lam koagiilaza gore daha giivenilirdir. Koagiilaz
fibrinojenle etkilesime girerek fibrinojeni fibrine doniistiiriir. Plazma igeren tiiplerde
siispanse edilen koloniler 35°C’de inkiibe edilerek 4. ve 18-24. saatin sonunda pihti
olusumu agisindan degerlendirmeye alinir. 35°C’de uzun inkiibasyon sirasinda dikkatli
olunmalidir ¢iinkii salinan fibrinolizin fibrini eritip yanlis negatif degerlendirime yol
acabilir. Staphylococcus aureus disinda insanlarda nadiren enfeksiyona yol agan bazi
hayvan kaynakli stafilokoklarda da (S.intermedius, S.hyicus, S.delphini, S.schleiferi
subs. coagulans) tiip koagiilaz testi pozitif ¢ikmaktadir. Baz1 Staphylococcus aureus

kolonileri tlipte zayif pozitiflik olusturabilir ya da nadiren koagiilaz testi negatif olabilir
(19-20).

2.5.4 Deoksiriboniikleaz Testi

DNaz’lar DNA’y1 pargalayarak niikleotid ve fosfat agiga ¢ikaran ekstraselliiler
endoniikleazlardir. Indikator olarak toluidin mavisi igeren besiyeri test igin kullanilir.
Bakteri nokta ekimi seklinde besiyerine ekilir ve 35 °C de 24 saat inkiibe edilir.
Bakterinin tiim plaga yayilarak ekimi renk degisimi gozlemlenmesini zorlastiracagi i¢in
onerilmemektedir. Koloni etrafindaki rengin maviden pembeye ddénmesi bakterinin
DNaz enzimine sahip oldugunu gosterir. Yiiksek konsantrasyonlarda indikatér madde

iceren besiyerleri bakteri tiremesini engeller ve DNaz aktivitesi goriilemez (19, 20).
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2.5.5 Istya Direncli Endoniikleaz Testi

DNaz testi gibi toluidin mavisi iceren besiyeri kullanilir. Once besiyeri yiizeyine
steril bir aracla delikler agilir, 15 dakika su banyosunda kaynatilan buyyon kiiltiirti ile
besiyeri yiizeyine agilan delikler doldurulur. 35 °C de 24 saat inkiibe edilen koloniler
degerlendirmeye almir. Staphylococcus aureus kolonileri ile doldurulan deliklerin
etrafinda pembe renk olusmast bakterinin 1stya direngli endoniikleaz enzimi
bulundurdugunu gosterir. Bazi hayvan kaynakli stafilokoklarda da (S. intermedius, S.
hyicus, S. caprea, S. schleiferi ) 1siya direngli termoniileaz bulunmakta ve bazi
stafilokoklarda da (S. epidermidis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus) test zayif
pozitiflik gostermektedir. Bu testin dogrulugu Staphylococcus aureus igin 6zgilligi
%100 olan PCR ile test edilebilmektedir. PCR ile 1siya direngli termoniikleaz enzimini
kodlayan nuc genine bakilmaktadir (16, 19, 20).

2.5.6 Mannitol Fermantasyonu

Staphylococcus aureus kolonileri mannitolii fermente ederek asit agiga ¢ikarir ve
bu asit de indikatdr fenol kirmizisiyla etkilesime girerek besiyerinin rengini sartya
cevirir. Bu test epidemiyolojik arastirmalarda ve nazal S. aureus tasiyiciligini
gostermede kullanilir. Mannitol tuz agarda %1 mannitol, % 7.5 sodyum kloriir, fenol
kirmizis1 ve pepton bulunmaktadir. icerdigi yiiksek tuz miktar1 nedeniyle cogu bakteri
bu besiyerinde iireyememektedir. Enterokoklar ve nadiren bazi stafilokoklar da bu

besiyerinde lireyebileceginden tani diger testlerle desteklenmelidir (19-20).

2.5.7 Kiitle Spektrometrisi Temelli Yontemler

“Matriks destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi kiitle spektrometrisi
(matrix-assisted laser deabsorption/ionization-time of flight mass spectrometry;
MALDI-TOF MS) ad1 verilen bu yontemde ilgili koloni metal plak {izerindeki alana
stirildiikten sonra tizerine 1 pl matriks solisyonu (10 mg/ml a-siyano-4-
hidroksisinamik asit, %50 asetonitril, %2,5 trifloroasetik asit) pipetlenerek oda
sartlarinda kurumaya birakilir. Metal plak, kiitle spektrometri cihazi igine yerlestirilip
lazer 1smnlart ile vuruslar yapildiktan sonra matriks varliginda bakteri ilgilenilen
molekiillerine (DNA, protein vb) ayrigtirilir. Proteinlerin hepsi +1 yiikle yiiklenir,
boylece ucuslart siiresince sadece kiitlelerinin farkliliklar1 ile analizére ulasirlar. En

uygun matriks maddeleri, aromatik molekiillerdir. (131).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiza 2015-2020 yillar1 arasinda laboratuvarimiza gonderilen g¢esitli

orneklerden izole edilip -80 °C’de stoklanmis 68 adet MRSA susu dahil edildi.

3.1 izolatlarin Canlandirilmasi

Izole edilen MRSA suslar1 stoktan cikarildiktan sonra oda sicakliginda
coziinmesi beklendi. Coziinen MRSA izolatlar1 steril, tek kullanimlik plastik 6ze
kullanilarak tek koloni diisiirme teknigi ile %5 koyun kanli agar (KKA) plagma
pasajlandi. Bu plaklar 35 + 1°C’lik etiivde 18 + 2 saat inkiibe edildi. 18 saatin sonunda

degerlendirmeye alinan plaklardaki kolonilerin tek koloni pasajlar1 yapilda.

3.2 Mikrobiyolojik Kiiltiir ve Tamimlama

Canlandirilarak tek koloni ekimleri yapilan izolatlara 6ncelikle Gram boyama
yapilmistir. Gram boyamada iiziim salkimi seklinde kiimeler olusturmus gram pozitif
kok kolonileri steril bir 6ze yardimiyla bir lam yiizeyine yayilmisve tizerlerine % 3’liik
H202 damlatilmistir. H2O> ile muamele sonrasinda gaz kabarcigi olusturan kolonilere
stafilokok olarak 6n degerlendirmede bulunulmustur. Suslarin ileri tiplendirilmesi igin
MALDI-TOF MS (BioMérieux, Fransa) kullanilmistir. MALDI-TOF MS sonucuna
gore S .aureus olan izolatlar ¢calismaya dahil edilmistir.

3.3 Izolatlarin Metisilin Direncinin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi ile

Belirlenmesi

Canlandirilan S. aureus izolatlarindan steril 6ze yardimiyla alinarak Serum
Fizyolojik igerisinde 0,5 McFarland bulanikliginda bir siispansiyon hazirlandi. Daha
sonra bu siispnasiyon steril ekiivyon ile Mueller-Hinton agar yiizeyine homojen bir
sekilde yayildi ve besiyeri yiizeyine 15 dakika igerisinde sefoksitin 30 pg igeren diskler
yerlestirilerek 35+£1°C sicaklikta ve 18+2 saat normal atmosferik kosullar1 saglayan
etiivde inkiibe edildi. Bu siire zarfinin sonunda sefoksitin disk zon ¢ap1 koyu bir zemin
tizerinde ve 1siklandirilmig bir ortamda cetvelle belirlendi. Elde edilen zon c¢ap1
degerleri EUCAST uluslararasi antimikrobiyal duyarlilik rehberine gore degerlendirildi.
Sefoksitin (30 pg disk) zon ¢ap1 <22 mm olan suslar metisiline direngli olarak (MRSA)
kabul edildi (132).
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3.4 Broth Mikrodiliisyon Yontemiyle Vankomisin MIK degerinin
Belirlenmesi

Kanli agar besiyerinde bir gece inkiibe edilen kolonilerden steril 6ze yardimiyla
aliarak SF igerisinde 0,5 McFarland yogunlukta bakteri siispansiyonu elde edildi. 10
ml Mueller-Hinton broth besiyerinden 100 pl dsariya atilip 100 ul bakteri siispansiyonu
eklenerek bir inokulum hazirlandi. Vankomisin toz flakondan steril distile su i¢inde 128
pg/ml  konsantrasyonda vankomisin antibiyotik  ¢ozeltisi  hazirlandi.  Broth
mikrodiliisyon i¢in 96’lik U tabanl plateler kullanildi. Mikrodiliisyon yapim asamalari:
mikroplagin yatay kuyucuklarinin hepsine 50’ser ul Mueller-Hinton broth eklendi. 128
pg/ml konsantrasyonda vankomisin antibiyotik ¢ozeltisinden 50 pl pipetlenerek ilk
kuyucuga konuldu. Birinci kuyucuktan 50 pl alinip ikinciye, ikinci kuyucuktan ayni
miktar alinip iciinciiye ve bu sekilde 11. kuyucuga kadar seri diliisyon yapildi. On
ikinci kuyucuk pozitif kontrol olarak kullanildi ve bu kuyucuga antibiyotik eklenmedi.
Hazirlanan inokiiliim vortekslendikten sonra bu siispansiyondan her bir kuyucuga 50’er
ul eklendi. Mikroplagn iizeri steril bir kapakla kapatildiktan sonra 35+1°C’de 18 saat
inkiibe edildi. 18 saatlik inkiibasyon sonunda ¢iplak gozle degerlendirme yapildi ve
yatay eksende iiremenin olmadigi en diisiik antibiyotik konsantrasyon degeri MIK
degeri olarak kabul edildi. MRSA izolatlariin vankomisin duyarlilik kategorileri
EUCAST v 11.0’de belirtilen klinik duyarlilik sinir degerlerine gore belirlendi.
Vankomisin i¢in MIK< 2 mg/I bulunan izolatlar duyarli olarak kabul edildi (132).

3.5 Vankomisin Agar Tarama

6 pug/mL vankomisin i¢eren agar tarama oncelikle Mu3 (ATCC 700698), Mu50
(ATCC 70699) ve ATCC 29213 S. aureus standart suslarinda ayr1 ayri test edildi. Mu50
(ATCC 70699) 24. saatte tirerken, ATCC 29213 S. aureus ve Mu3 (ATCC 700698)
suslarinda iireme gozlemlenmedi. 48. saatte ATCC 29213 S. aureus iiremedi ancak 48.
saatin sonunda Mu3 (ATCC 700698) susu da iiremedigi i¢in uygun dozun bulunmasi
amaciyla 0.5,1.2.4,6 pg/ml vankomisin iceren beyin kalp inflizyon agara sirasiyla
standart suslarin ekimi yapildi ve 24. saatin sonunda Mu50 (ATCC 70699) susunun
tiredigi, 48. saatin sonunda Mu3 (ATCC 700698) susunun iiredigi ve bu siirenin
sonunda ATCC 29213 S. aureus standart suslarinin tiremedigi vankomisin2 pg/ml
tarama konsantrasyonu olarak belirlendi.Bu yontem, 2 pg/mL vankomisin igeren beyin
kalp infiizyon agar besiyeri kullanilarak yapildi. Bunun i¢in 2 pg/ml vankomisin i¢eren

beyin-kalp infiizyon (BHI) agar plaklari hazirlandi. Koyun kanli agarda 1842 saatlik
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inkiibasyon sonunda fiireyen kolonilerden steril 6ze ile alinarak 0,5 McFarland
bulanikligina esdeger bakteri siispansiyonu hazirlndi. Siispansiyondan 10 pl alinarak 2
pg/ml vankomisin igeren beyin-kalp infilizyon agar plaklarina ekildi, normal atmosferik
kosullarda, 35°C’de 24 ve 48 saat inkiibe edildi. Plaklar ilk 24 saatin sonunda
degerlendirmeye alindi. 24. saatin sonunda tiireme goriilen plaklardaki izolatlar
potansiyel VISA olarak degerlendirildi. Degerlendirme islemi tamamlanan plaklarin
inkiibasyonuna devamm edildi ve 48. saatin sonunda ikinci degerlendirmeye alindi. 48
saat sonunda plaklarda iireme goriiliirse izolat olasi hetero- VISA olarak degerlendirildi.
48 saat sonunda iireme goriilmeyen suslar vankomisine duyarli olarak degerlendirildi.
Calismada, hVISA pozitif kontrol susu olarak olarak Mu3 (ATCC 700698), VISA
kontrol susu olarak Mu50 (ATCC 70699) ve MSSA susu olarak ATCC 29213 S. aureus
standart suslar1 kullanilmistir (133).

3.6 MRSA izolatlarinda Makro E-Test Yontemi Ile hVISA Varhg

Taranmasi

MRSA kokenlerinde hVISA varligt Wootton ve arkadasglarnin uyguladigi makro
E-test (MET) yontemi ile taranmistir (134). Bu amagla, KKA’da 18 saatlik inkiibasyon
sonunda {ireyen bakteri kolonilerinden alinarak MHB igerisine eklendi ve 2,0
McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlandi. Hazirlanan bakteri stispansiyonundan
pipetle 100 pl alinarak 90 milimetrelik petri kaplarina hazirlanmis beyin-kalp infiizyon
(brain-heart infusion; BKI) agar yiizeyine birakildi ve steril 6ze yardimiyla besiyeri
yiizeyine yayildi. Plakalar biyogiivenlik kabininde yaklagik 15 dakika kurumaya
birakildi. Plaklarinin {izerine vankomisin E-test stripleri (BioMérieux, Fransa) birakildi.
35°C’de normal atmosferik kosullar altinda inkiibe edilen plaklar 24 ve 48 saat sonunda
degerlendirmeye alindi. 48 saat sonunda vankomisin i¢in MIK >8 mg/| tespit edilen
izolatlar hVISA siipheli izolat seklinde degerlendirildi (130). Calismada, hVISA pozitif
kontrol olarak olarak Mu3 (ATCC 700698),VISA kontrol susu olarak Mu50 (ATCC
70699) ve MSSA susu olarak ATCC 29213 S. aureus standart suslar1 kullanilmistir.

3.7 MRSA izolatlarinda hVISA,VISA Varhgmin Populasyon Profili Analizi-

Egri Altinda Kalan Alan (Population Profile Analysis-Area Under The
Curve; PAP-AUC) Yontemi ile Arastirilmasi

Wootton ve arkadaslarinin calismis oldugu yontem kullanilarak PAP-AUC
yapilmustir (135). 18 saatlik inkiibasyon sonunda KKA’da tircyen MRSA izolatlarindan
steril 6ze yardimiyla alinarak 0.5 MacFarland bulanikliginda bakteri silispansiyonu

hazirlandi. Bu bakteri slispansiyonlarindan alinarak 10 kat seri diliisyonlart yapildi ve
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103, 10° konsantrasyonlarda bakteri siispansiyonlar1 elde edildi. Seri siispansiyonlar,
VISA ve hVISA silipheli olan her izolat i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi. Hazirlanan bu
siispansiyonlardan 100 ul alinarak 0,25; 0.5; 1; 2; 4 ve 8 mg/L vankomisin i¢eren BKIi
agara ekildi. Ekimi yapilan plaklarin tamami 35°C’de 48 saatlik inkiibasyon i¢in etiive
yerlestirildi. 48 saatlik inkiibasyonun sonunda her plakta olusan koloniler sayilarak not
edildi. Her bir MRSA izolat1 i¢in vankomisin konsantrasyonuna kars1 gelen mililitredeki
koloni sayisinin logaritmasi goz oOniinde bulundurularak grafikler ¢izildi (131). Bu
grafikle her sus i¢in elde edilen egri altinda kalan alan yamuk kurali (trapezoid rule)
kullanilarak hesaplandi. hVISA standart susu i¢in Mu3 (ATCC 700698) ve MSSA
standart susu i¢in ATCC 29213 kullanildi. Daha sonra her bir susun ve 10 katlik seri
sulandirimlarinin egri altinda kalan alan (AUC) degeri, Mu3 kontrol susu i¢in ayni
sekilde hesaplanan AUC degerine oranlandi. Bu oran < 0.90 ise vankomisine duyarli
stafilokok, 0.90-1.3 ise hVISA, > 1.3 ise VISA olarak kabul edildi (135).

3.8 MRSA lizolatlarinda Molekiiler Temelli Testler

3.8.1 MRSA izolatlarindan DNA’nin Elde Edilmesi

Stoktan ¢ikarilan MRSA izolatlar1 Mueller-Hinton agar besiyerine ekildi ve 35°C
sicaklikta 24 saat normal atmosfer sartlarinda inkiibe edildi. 24 saatin sonunda iireyen
kolonilerden 1 6ze dolusu alinarak 500 pl steril serum fizyolojik igerisine eklenerek
karistirildi. Vorteksleme isleminin ardindan ornekler 15 dk sonografik isleme tabi
tutuldu. 1800 ul AVE buffer eklenen 6rneklerden DNA izolasyonu QIAsymphony
Otomatize DNA Ekstraksiyon Cihazinda (Qiagen, Almanya) QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Almanya) kitleri kullanilarak yapildi.

3.8.2 PZR ile mecA Gen Bolgesinin Cogaltilmasi
Kullanilan primerler; mecA-F: 5-GGGATCATAGCGTCATTATTC-3’

mecA-R: 5-AACGATTGTGACACGATAGCC-3’

MecA-F 1ul, mecA -R 1ul, 2X toptaq master mix 12,5 pl, 10X coral load 2,5 pl,
H20 5,5 ul toplamda her bir 6rnek i¢in karisim 22,5 ul olacak sekilde amplifikasyon
mixi hazirland1 ve tiplere dagitim yapildi. Tiiplere her o6rnek i¢in daha once

ekstraksiyon islemi sonrasi elde edilen DNA’lardan 2,5 ul eklendi. Daha sonra 6rnekler;
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Tablo 3.1 MecA gen bolgesi igin PZR reaksiyon sartlari

Reaksiyon asamalari Is1 (°C) Siire(dakika) Siklus sayis1
Denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1 siklus
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Baglanma 55°C 30 saniye 35 siklus
Uzama 72°C 1 dakika
Final uzama 72°C 10 dakika 1 siklus

olacak sekilde termal dongiicihazina yerlestirildi (136).

3.8.3 PZR ile mecC Gen Bolgesinin Cogaltilmasi
Kullanilan primerler; mecC-F: 5-GAA AAA AAG GCT TAG AAC GCC TC-3'

mecC-R: 5-GAA GAT CTT TTC CGT TTT CAG C-3'

MecC-F 1pul, mecC -R 1pl, 1 pl, 2X toptaq master mix 12,5 pl, 10X coral load
2,5 ul, H20 5,5 pl toplamda her bir 6rnek igin karisgim 22,5 pl olacak sekilde
amplifikasyon mixi hazirlandi ve tiiplere dagitim yapildi ve tiiplere her 6rnek i¢in daha

once ekstraksiyon islemleri yapilan DNA’dan 2,5 ul eklendi. Daha sonra 6rnekler;

Tablo 3.2 MecC gen bolgesi i¢in PZR reaksiyon sartlar

Reaksiyon asamalari Is1 (°C) Siire(dakika) Siklus sayisi
Denatiirasyon 94 °C 15dakika 1 siklus
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 59 °C 1 dakika 30 sikdus
Uzama 72°C 1 dakika
Final uzama 72°C 10 dakika 1 siklus

olacak sekilde termal dongiicihazina yerlestirildi (137).
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3.8.4 Elde Edilen PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ve Goriintiilenmesi

MecA ve mecC gen bolgelerini gostermek i¢in yapilan PZR sonrasi elde edilen
tirtinler %1,5’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Agaroz jel i¢in 2.25 gram (gr) molekiiler grade
agaroz (Vivantis, Malezya) tartilarak 150 ml 1X TBE (Tris, Borik asit, EDTA) igerisine
eklenip mikrodalga firma yerlestirildi. Kaynatilmayan c¢ozelti tamamen eriyip
berraklagincaya kadar mikrodalga firinda 1sitildi. Agaroz jel oda sicakliginda bekletildi
ve sicakligi yaklasik 60°C’ye geldiginde 30 pl etidyum bromid eklenip karistirildi ve
uygun taraklarin yerlestirildigi jel tabagina 3-5 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii.
Agaroz donuncaya kadar beklendikten sonra jel tabagiyla birlikte elektroforez tanki
icerisine jeldeki delikli kisimlar katoda gelecek sekilde yerlestirildi. Jel tabagin
tizerindeki taraklar ¢ikarildiktan sonra tankin tizerini hafif gececek sekilde 1X TBE
cozeltisi tanka aktarildi. Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden 10 pl alinarak
taraklarin  ¢ikarilmasiyla  olusan  kuyucuklara  birakildi.  Orneklerin  dogru
degerlendirilebilmesi igin biiyiikligii bilinen bir marker da ilk ve son kuyucuklara
eklendi. Uc saat 80 V elektrik akimi uygulanan orneklerin elektroforezde gogii
sonrasinda olusan bantlarin fotograflar1 (Gel logic 2200 imaging system, 1708X1280
pixel, Kodak Company, NY, USA) ¢ekilerek degerlendirme yapildi.

3.9 Pulsed Field Gel Electrophoresis Yontemi ile izolatlarin

Degerlendirilmesi

MecA pozitif bulunan 68 izolat arasindaki klonal iliskinin degerlendirilmesi
amactyla Durmaz ve ark. tarafindan modifiye edilen PFGE protokolii uygulandi (138).
Eksi 80°C de stoklanan bakteriler ¢ozdiiriilerek kanli besiyerine tek koloni ekimleri
yapildi. Sonrasinda bakteriler 1 atmosfer basingta 37 °C de 18-24 saat inkiibasyona
birakildi. Bu siirenin sonunda iireyen saf koloniler steril tek kullanimlik 6ze ile alinarak
1 ml hiicre stispansiyon tamponu (HST) (50mM EDTA, 10mM Tris-HCL, 20nM NacCl,
pH:7.2) igeren steril cam tliplerin igerisinde siispanse edildi. Hazirlanan
stispansiyonlarin, 4 °C’de, 2500 x g’de, 15 dakika santrifiij islemleri yapildiktan sonra
istteki sivi bosaltildi ve yerine tekrar Iml HST ilave edildikten sonra vortekslendi.
Siispansiyonun optik dansitesi 590 nm’de 1 absorbans olacak sekilde hazirlandi. % 2
diisiik erime 1s1l1 agaroz uygun balon jojeye konularak iizerine 23.5 HST ilave edildi.
Daha sonra agz1 kapatilarak mikrodalgaya yerlestirilen joje i¢indeki agaroz 1sitild.
Agaroz tamamen eriyinceye kadar 1sitma islemi aralikli olarak tekrarlandi. Ependorf

tiipleri 50 °C’ye ayarlanmis kuru 1s1 bloguna yerlestirildi ve eriyik haldeki agarozdan
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150 pl almarak ependorf tiiplere dagitildi. HST iginde hazirlanmis olan bakteri
siispansiyonundan 150 pl alinarak 150 pl agaroz bulunan ependorf tiipiine birakildi. Bu
karisimin {izerine 2ul lizostafin eklenerek hiicrelerin homojen dagilmasi igin pipetaji
yapildi ve 100 pl alinarak uygun agaroz kaliplarina eklendi. Her bakteri i¢in islem ayni1
sekilde tekrarlandi.

Kaliplar katilasmasi i¢in +4 °C’de buzdolabinda 15 dakika tutuldu. Kaliplardan
¢ikarilan bakteri pluglar1 0.5ml hiicre lizis soliisyonu (HLS) (10mM Tris-HCL, 50 mM
NaCl, 50mM EDTA, %0.2 sodyum deoksikolat, %0.5 sarkozil, pH:7.2) iceren steril
kapakli tiiplerin igine yerlestirildi. 37°C’de ¢alkalamali su banyosunda 1 gece
bekletildikten sonra, pluglara zarar vermeden HLS steril pipetlerle bosaltilarak yerine
proteinaz K soliisyonu (250mM EDTA,%]1 sarkozil, 50ug/ml proteinaz K, pH:9.0)
eklendi. Bu soliisyonda da 50 °C’de calkalamali su banyosunda 1 gece bekletilen
pluglar katilagsmasi i¢in buz igerisinde 15 dakika bekletildi. Steril pipetlerle pluglara
zarar vermeden proteinaz K soliisyonu bosaltildi. Sonrasinda kaliplar her seferde 50
°C’de 30 dakika olacak sekilde 3 kez 4 ml ultra saf su ve 3 kez de 4 ml TE tamponu
(10mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA, ph:7.6) ile yikandi. Bu islemlerin sonunda kaliplar
restriksiyon enzimleri ile kesim asamasina geldi. Agaroz kalibi steril bir bistiiri
yardimiyla 1/4 oraninda kesildi. Kesilen parga 100 ul 1X Smal tamponu bulunan
ependorf tiipiin igerisine birakildi ve 30 °C’de ¢alkalamali su banyosunda yaklagik 10
dakika bekletildikten sonra sivi aspire edildi. Aspire edilen sivinin yerine final
konsantrasyonu 2.5 ul olan Smal enziminden 50 ul kondu ve yaklasik 2 saat 30°C’ye
ayrlanmig c¢alkalamali su banyosunda bekletildi. Sonrasinda tiipler 15 dakika +4 °C’de
bekletildi. 0.5X TBE (44.5 mM Borik asit, 44.5 mM Trisma base, 1 mM EDTA,
pH:8.4) tamponundan 100 ml alinarak %1 olacak sekilde agaroz jel hazirlandi. RE ile
kesilen kaliplar 15 disli taragin dislerinin u¢ kisimlaria dikkatli bi¢imde yerlestirildi.
Taragin 1, 8 ve 15. dislerine kontrol kalip yiiklendi. Daha sonra yatay sekilde duran
kalip dikey sekle getirilir ve hazirlanan ve 45-50 °C 1sunda bekleyen agaroz jel kasetin
icerisine dokiildii. Soguyan agaroz jelin igerisinde bulunan tarak dikkatlice ¢ikarilp jel

PFGE tankina yerlestirildi. Elektroforez kosullar1 agagidaki gibi ayarlands;
e Initial time: 1sn
e Final time: 30sn

e Runtime: 22h
e 6V/cm?
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o 14°C

Elektroforez siiresi tamamlandiktan sonra jel 5 ug/ml’lik etidyum bromiir
icerisinde 20 dk bekletildikten sonra UV 151k ile goriintiileme islemi gergeklestirildi. Gel
logic 2200 imaging system (ayrim giicii: 1708X1280 pixel, Kodak Company, NY,
USA) kullanilarak kaliplarin fotograflar1 ¢ekildi. GelComparll yazilim sistemi (version
3.0, Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz
edildi. Her resimde bulunan kontrol kaliplar1 kullanilarak resimler arasi normalizasyon
yapildi. Unweighted pair group method withmathematical averaging (UPGMA)
kullanilarak dendogram olusturulup kiimelese analizleri yapildi. Dice benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Bant ve profil tolerans1t %1-1.5

arasinda tutuldu.
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4. BULGULAR

Calismaya 2015-2020 yillari arasinda Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda, ¢esitli érneklerden izole edilerek -80°C de
stoklanmig 68 MRSA izolat1 dahil edildi. Ayn1 hastaya ait birden fazla 6rnek calisma
dis1 birakildi.

4.1 S. aureus Izolatlarinin Elde Edildigi Orneklerin Dagihmlar:

Tablo 4.1 MRSA izolatlarinin 6rneklere gore dagilimi

Kan 24
Solunum yolu 11
Idrar 1
Steril viicut s1visi 1
Yara/Abse 30
BOS 1
Toplam 68
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70

60
50
40
>
©
(7]
30
20
10
0
Toplum Hastane Toplam
kaynakh kaynakl
M Kadin 8 17 25
M Erkek 5 38 43
= Toplam 13 55 68

Sekil 4.1 Orneklerin kaynaga ve cinsiyete gore dagilimi

30

Orneklerin geldigi yerlere gore dagilimi

21
17

servisler yogun bakim servislescil/poliklinikler

Sekil 4.2 Orneklerin geldigi boliimlere gére dagilimi
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4.2 PZR Sonugclarmnin Degerlendirilmesi

Calismamizda mecA-F ve mecA-R primerleri kullanilarak izolatlarda mecA gen
varligi, mecC-F ve mecC-R primerleri kullanilarak da mecC gen bolgesinin varligina
bakilmistir. 527 baz c¢iftlik bolgede gozle goriilebilen bant varligi mecA geninin
varligini, 138 baz ciftlik bolgede goriilen bant varligi ise mecC geninin varliginm
gostermektedir. Buna gore 68 izolatin tamaminda mecA gen bolgesi varligi gosterilmis
olup mecC gen bolgesini gosteren baz ¢ifti bolgesinde herhangi bir bant olusumu

gosterilememistir. mecC geni igin pozitif kontrol olarak NCTC 13552 standart susu

kullanilmustir.
M1 23 4 56 7 891011 1213 1415 16 1718 pknk
527bp
A - - - - - - - - - -
mec.

pk: pozitif kontrol
nk: negatif kontrol

o

M: marker

Resim 4.1 MecA pozitif bulunan izolatlardan ilk 18 izolat

138 bp
mecC

pk:Pozitif kontrol
nk:Negatif kontrol
M:marker

Resim 4.2 MecC negatif bulunan 6rneklerden ilk 16°s1
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4.3 Makro E-Test Sonuclar:

Wootton ve ark. (134) nin uyguladigi bu yonteme gore plaklar 24 ve 48. saatlerin
sonunda degerlendirmeye alindi. Bu siirelerin sonunda tiim plaklardaki {ireyen
bakterilerin MIK degerleri 8 pg/ml’nin altindaydi. Bu ydénteme gore VISA/hVISA

acisindan stipheli hi¢bir izolat tespit edilemedi.

4.4 Broth mikrodiliisyon sonuclari
68 izolatin tamaminda broth mikrodiliisyon yontemi ile vankomisin MIK

degerleri belirlendi. Vankomisin MIK sonuglarmin dagilimi asagidaki gibidir.

0.25pg/ml
3% 4pg/ml
2%

Vankomisin MiK dagilimi

Sekil 4.3 izolatlarin vankomisin MIK dagilimlart

Izolatlarin MiKso degeri 1pg/ml, MiKgo degeri ise 2 pug/ml olarak belirlendi.

4.5 PAP Analizi Sonucu

2 pg/ml vankomisin iceren BHI agar tarama sonucuna gére 6 VISA, 4 hVISA
olmak tiizere toplam 10 siipheli izolat bulundu. Siipheli bulunan 10 izolat incelendiginde
1 izolat haricinde hepsinin hastane kdkenli oldugu sonucuna varildi. Toplum kaynakli
olan tek izolat ise hastanin viicutta olugan 3. derece yanik nedeniyle hastaneye yatigsinin

yapildig1 giin gonderilen 6rnekten izole edilmistir. Bu izolatlarin bulundugu 6rneklerin
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gonderildigi hastalar incelendiginde hicbirinin daha 6nce vankomisin tedavisi almadigi

ve vankomisin tedavisi altinda olmadig: belirlendi.

Bu izolatlara PAP-AUC yontemi uygulandi. Egri altinda kalan alanlar, yamuk
kurali (trapezoid rule) kullanilarak hesaplandi. Buna gore 1. izolatin egri altinda kalan
alanin mii3 izolatinin egri altinda kalan alanma orani1 0.99 ¢ikmig olup bu sus hVISA
olarak degerlendirilmistir. 44. izolatin egri altinda kalan alaninin mii3 susunun egri
altinda kalan alanina orami ise 1.97 c¢ikmis olup bu izolat da VISA olarak

degerlendirilmistir. 1. izolat, 44. izolat ve mii3 izolatina ait grafikler asagidaki gibidir.

120000

100000 —1% ke il 7y

] L] L Y
80000 \\\
60000 == 1.izolat
\\ == 44. izolat
40000 \ \ Mii 3
20000 \ \
0 )N +—

0.25 0.5 1upg/ml 2 pg/ml 4pug/ml 8 ug/ml
ug/ml pg/ml

cfu/ml

vankomisin konsantrasyonu

Sekil 4.4 1., 44. ve mii 3 izolatlarma ait PAP-AUC grafigi

VISA siipheli 3 susun broth mikrodiliisyon sonucu 0.5 pg/ml, 2 susun 1 pg/ml, 1
susun 4ug/ml, hVISA siipheli 2 susun 0.5 pg/ml, 2 susun ise 1 pg/ml olarak
bulunmustur. PAP-AUC ile hVISA oldugu dogrulanan susun vankomisin MIK degeri 1

bulunmustur.
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4.6 PFGE Analizi Bulgular
68 izolat toplum kaynakli ve hastane kaynakli olmalarina gore ikiye ayrilmis
olup PFGE analizleri ayr1 ayr1 yapilmistir. Buna goére 13 toplum kaynakl izolatin PFGE

sonucu asagidaki gibidir.

prge pfge
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Resim 4.3 Toplum kaynakli izolatlarda PFGE analizi

Toplamda 13 izolat incelenmis olup 12 farkli genotip tespit edilmistir baskin bir

salgin susu tespit edilememistir.

Hastane kaynakli izolatlardaki PFGE sonucu asagidaki gibidir.
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Resim 4.4 Hastane kaynakl izolatlarda PFGE analizi

Hastane kaynakli toplam 55 izolat incelenmis olup 39 farkli genotip tespit

edilmistir. Baskin bir salgin susu tespit edilememistir.
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5. TARTISMA

S. aureus toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan en Onemli
patojenlerden biridir. 1880 yilinda Alexander Ogston tarafindan cerrahi bir yara
enfeksiyonundan izole edilen S. aureus, saglikli bireylerde asemptomatik olarak
bulunabilmekle birlikte osteomyelit, endokardit ve toksik sok sendromu gibi ciddi,

hayat1 tehdit edici enfeksiyonlara da neden olmaktadir (2, 3, 17).

Penisilinin kullanima girmesinden 6nce, Klinik olarak ciddi enfeksiyonlara yol
acan S. aureus’a bagli hastaliklarin mortalite oran1 yaklasik %80 olarak bildirilmistir
(139). 1928 yilinda Alexander Fleming’in penisilini kesfi ve 1940’larda klinik
kullanima girmesiyle S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde onemli bir gelisme
kaydedilmistir. Ancak penisilinin bu yiiz giildiiricii sonucu ¢ok uzun siirmemistir.
1942°de penisiline direngli ilk S. aureus susunun izole edilmesi ile baslayan seriiven,
1950’lerde kesfedilen yar1 sentetik anibiyotiklere (metisilin, nafsilin, oksasilin) kars1
1960’larda direng gelisimiyle baska bir boyut kazanmis ve MRSA kavrami ortaya
cikmistir (4, 5, 6). Oldukga viriilan ve tedavisi zor olan MRSA izolatlar1 zamanla bir¢ok
antibiyotik grubuna da diren¢ gelistirmistir. Bu da bize gosteriyor ki, bu olaganiistii
yetenekli bakteri ilerleyen zamanlarda daha bircok antibiyotige de direng gelistirecektir

(140).

Baslangigta sadece hastane kaynakli enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikarken
zamanla topluma da yayilma egilimi gosteren bu bakteri CDC tarafindan halk sagligi
agisindan acil miicadele edilmesi gereken 6nemli bir tehdit olarak kabul edilmektedir
(141).

MRSA enfeksiyonlar1 hastane kaynakli (HK-MRSA) ve toplum kaynakli (TK-
MRSA) MRSA enfeksiyonu olarak ikiye ayrilmistir (52). HK-MRSA enfeksiyonlari
risk grubunu yakin zamanda hastaneye yatan, bakim merkezlerinde uzun siire kalan,
katater veya cerrahi girisim Oykiisii bulunan kisiler olusturmaktadir ve bu enfeksiyonlar
genellikle daha direngli olmaya meyillidir (142). Stafilokoklarin ozellikle saglik
calisanlarinda deri ve nazofarenkste asemptomatik tastyiciligi hastane enfeksiyonlariin
en onemli nedenlerinden biridir (19,20). TK-MRSA enfeksiyonlar1 ise hastane ile
iligkisizdir ve B-laktam disindaki antibiyotiklere diren¢ gelisimi daha az goriilmektedir
(76).
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Baslangicta HK-MRSA sadece saglik bakimi yapilan merkezler ile
iligkilendirilmis olup toplumda ortaya ¢ikmadig: diisiiniilityordu. Ancak sonralar1 sadece
saglik bakim merkezlerinde goriilmedigi anlasildi. Ik kez 1980’lerde tanimlandiktan
sonra giderek artan oranlarda toplum kaynakli enfeksiyon etkeni olarak izole ediliyor
olmasi ciddi bir endise kaynagidir (75). Duman ve ark. yapmis oldugu bir ¢aligmada
toplum kaynakli S. aureus enfeksiyonlarmin %12’sini MRSA, %88’ini MSSA; hastane
kaynakli enfeksiyonlarin ise %42’sini MRSA, %58’ini MSSA bulmuslar (139).
Calismamizda, 68 MRSA susunun 13’i (%19.1) toplum kaynakli, 55’1 (%80.8) hastane
kaynakli olarak belirlenmistir. Bu durum bize MRSA suslarina bagli enfeksiyonlarin
toplumda hi¢ de azimsanmayacak diizeyde bulundugunu gostermektedir. MRSA ile
olan savast lehimize c¢evirebilmek icin MRSA suslarinin viriilansim1 tanimlayan

faktorleri iyi bilmek oldukg¢a 6nemlidir (141).

S. aureus’ta direncin  ana  nedeninin,  staphylococcal  cassette
chromosome mec (SCCmec) iizerinde yer alan mecA geninden kaynaklandigi
bilinmektedir (8). Ancak 2007 yilinda ingiltere’de biiyiikbas siit sigirlar1 {izerine yapilan
bir calismada sefoksitine direncgli ama mecA gen bdlgesi icermeyen suslara rastlanmis
ve bu suslardan izole edilen gen bolgesi mecC olarak adlandirilmistir. Daha sonraki
yillarda bu genin sadece hayvan kaynakli enfeksiyonlarda degil, insan kaynakli
enfeksiyonlardan da izole edilebildigi gosterilmistir (10, 11, 68).

MecA ve mecC tarafindan kodlanan PBP2a her ne kadar biyokimyasal agidan
farkliliklar gosterse de bu suslar laboratuvar taramalarinda dogru bir sekilde MRSA
olarak tamimlanmaktadirlar. Yapilan c¢alismalar sefoksitin disk difiizyon, sivi
mikrodiliisyon ve agar dillisyon testlerinin oxasilin’den daha giivenilir oldugunu
gostermektedir (142). Ancak yapilan bazi calismalarda goriilen sudur ki, mecA
MRSA’da suslar tipik olarak sefoksitine direncli olmakla birlikte oxasiline de
direnglidir. Aksine, mecC MRSA’da suslarin ¢ogunlugu yine sefoksitine direnglidir
ancak oxasiline duyarhidir (143). 2012 yilinda Kim ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada mecC geninin oksasiline, mecA geninin sefoksitine daha secici oldugu
gosterilmistir (71). Cetinkol ve arkadaslarinin koagiilaz negatif ve pozitif toplamda 256
sus ilizerine yapmis olduklar1 bir ¢alismada oksasilin disk difiizyon testi ile metisiline
direngli 183 sus, sefoksitin disk difiizyon testi ile ise 181 sus direnc¢li bulunmustur

(144). Bu c¢alismadan yola ¢ikarak mecC MRSA’nin laboratuvarlarda 6n tespiti i¢in
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sefoksitin ve oksasilinin birlikte kullaniminin 6n degerlendirme yapmada daha yiiksek

dogruluk orani saglayacagi kanisindayiz.

Cikman ve ark. Tiirkiye’de yapmis oldugu bir calismada 2013-2016 yillar
arasinda 7 bolgeden gonderilen 494 MRSA izolatinda mecC geni varligina bakilmis
ancak hi¢ mecC genine rastlanmamistir. 315 izolatta ise mecA geni gosterilmistir. 179
izolatta ise mecA veya mecC genine rastlanmamistir (137). Almanya’da yapilan bir
baska ¢alismada farkli yillarda toplanan 3207 MRSA susunda mecC geni arastirilmis
ancak bu calismada da mecC igeren susa rastlanmamustir (145). Becker ve ark. rutin
MRSA taramasi sirasinda metisiline direngli ancak mecA ve mecC geni igermeyen bir
susa rastlamis ve daha sonra bu susta plazmid araciligiyla taginan mecB geni varligini

gostermistir (146).

Yapmis oldugumuz calismada, metisilin direncine sefoksitin disk difiizyon
yontemi ile bakilmis olup, direngli bulunan 68 izolatin tamaminda PZR ile mecA gen
bolgesi varligr gosterilmistir. Biitlin suglarda mecA geninin bulunmasi metisilin
direncinin ana kahramanimmin mecA geni oldugunu dogrulamaktadir. Ancak,
calismamizda, yukaridaki ¢aligmalara benzer sekilde mecC gen bolgesi igeren izolata
rastlamadik. MecC geni igeren suslarin halk sagligi acgisindan biiyiik problem
olusturabilecegine dair ciddi endiseler bulunsa da insanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda

mecC gen bolgesi varliginin ¢ok yiiksek diizeylerde olmadig1 goriilmektedir (137).

MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk tercih olarak Onerilen antibiyotik olan
vankomisin, 1956 yilinda Streptomyces orientalis’ten elde edildikten hemen sonra
klinik kullanima girmistir. Ancak yan etkilerinin fazla olmas1 nedeniyle daha sonralar
kullanim1 terk edilen bu antibiyotik MRSA enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasiyla yeniden
kullanilmaya baslanmigtir (78).

Clinical and Laboratory Standards Institute rehberine gore vankomisin MIK
degeri <2 pg/ml olan suslar duyarli, 4-8 pg/ml olanlar orta duyarli, >16 pg/ml olanlar
ise direngli olarak degerlendirilmektedir. Heterojen VISA ise vankomisine duyarli bir S.
aureus populasyonunun iginde vankomisin MIK degeri >2 pg/ml olan az sayida
(yaklasik 10° da 1) alt grup bulunmasi olarak tanimlanmaktadir (15, 79). Vankomisine
direngli suslar ayn1 zamanda teikoplanin gibi diger glikopeptid antibiyotiklere de
direngli oldugundan, glikopeptidlere orta duyarli S. aureus (GISA) veya glikopeptidlere
direngli S. aureus (GRSA) terimleri de kullanilmaktadir (147). EUCAST rehberine gore
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ise vankomisin igin belirlenen sinir deger 2 pg/ml “dir. Vankomisin MiK <2 ug/ml olan
suslar duyarli, >2 pug/ml olan suslar direngli kabul edilmektedir. Bu rehbere gore orta

duyarhlik terimi bulunmamaktadir (132).

VRSA izolatlarinin, enterokoklardaki vanA geninin Tnl1546 transpozonunun
entegre oldugu bir plazmid araciligiyla S. aureus’a aktarilmasi sonucu ortaya ¢iktigi
distiniilmektedir. Bu aktarim sonucu D-alanin yerine D-laktat sentezlenmekte ve
vankomisin hiicre duvarma baglanamadigi i¢in sentez inhibe olmamakta ve direng
gelisimi ortaya ¢ikmaktadir (86, 87). Enterokoklardan aktarilan bu genin ¢ok hizli
yayilarak halk sagligi acisindan biiyiik problemeler olusacagi diisiincesi, 2002 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde ilk VRSA suslarinin bildiriminden sonra ciddi
endiselere yol agmustir (148,149). Ancak, biri Hindistan biri de Iran’da olmak iizere 2
ek vakayla 9’a ulasan VRSA sayisi bu direncin ¢ok da hizli yayilmadigini gozler oniine
sermistir. Bu yolla yayilim oldukea ciddi olmakla birlikte vaka sayisinin az olmasi da
iyi bir gelisme olarak degerlendirilmektedir. Ancak, giiniimiizde gittik¢e artan oranlarda
bildirilen vankomisine azalmis duyarlilik ve heterojen diisiik diizeyde diren¢ varligi

daha fazla ilgi odagi olmay1 bagarmistir (150).

VISA/hVISA olusum mekanizmasi tam olarak da aydinlatilamamis olmakla
birlikte VRSA olusumundan farklidir. Bu izolatlar vanA geni icermeyip vankomisine
daha diisiikk diizeyde direng gostermektedir. Bu konu {izerine yapilan calismalar,
hVISA/VISA suslar ile hiicre duvar kalinlagmasi, otolizde azalma ve yliksek anyonik
yiiklerin  azalmasimi iligkilendirmistir (88). VISA suglarinda, diizensiz sekilli,
kalinlagmis hiicre duvarlar1 ile sonuglanan ek miktarlarda sentezlenmis peptidoglikan
oldugu gosterilmistir. Daha fazla D-Ala-D-Ala kalintisinin agiga ¢ikmasina yol agan
peptidoglikan ipliklerinin ¢apraz baglanmasinda da azalma vardir. Sonu¢ olarak,
vankomisini baglamak ve yakalamak i¢in daha fazla D-Ala-D-Ala artigi olusmakta,
baglanan vankomisin daha sonra ilag molekiillerinin sitoplazmik membrandaki

hedeflerine ulagsmasinda baska bir engel olarak karsimiza ¢ikmaktadir (89).

1997°de Japonya’da klinik bir 6rnekten bildirilen VISA susu ilk olma 6zelligini
tasirken giinlimiizde diinyanin birgok bolgesinden izole edildigine dair raporlar hi¢ de
azimsanmayacak diizeydedir (14, 151, 152, 153). Ilk VISA izolati raporunun
yayinlanmasindan kisa bir siire sonra Hiramatsu ve ark.vankomisine heterodireng
gosteren S. aureus izolat1 bildirmislerdir. Takip eden 5 yil iginde, sayisiz iilkede

heteroresistant S. aureus izolat1 gosterilmistir (15).
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Tedavide vankomisin kullanimi igin, tedavi basarisizligini 6nlemek amaciyla
minimum inhibitoér konsantrasyonun < 1.5 pg / ml olmasi tavsiye edilmektedir. Yapilan
baz1 ¢alismalarda vankomisin MIK degeri >1.5 pg / ml olan hastalarmn vankomisin
tedavisine cevabin daha kotii oldugu goriilmistiir (80). Musta ve ark. yapmis oldugu bir
calismada vankomisin MIK degeri < 1 olan izolatlarm hicbirisinde hVISA tespit
edilememis ancak MIK degerlerindeki artisla birlikte hVISA saptama oranlarinda da
artis saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda hVISA oranlar1 %5 - %50 arasinda degiskenlik
gostermektedir (154). Iyer ve ark. 50 MRSA susu lizerine yaptiklari ¢alismada 1 izolatta
hVISA belirlemis (155), Liu ve ark. 1997-2001 yillar1 arasinda gesitli tlkelerdeki
calismalardan yola ¢ikarak yaptiklart ¢aligmada 7920 S.aureus izolatinda hVISA
oraninin %1.67 oldugunu bildirmislerdir (156). Hiramatsu ve ark. bir tniversite
hastanesinden izole edilen 129 MRSA susunda hVISA prevalansin1  %9.3 olarak
bulmasina karsin, devlet hastanesinden izole edilen 970 susta bulunan oran sadece %1.3
idi. Bu da bize suslarimin izole edildigi yerlere gore hVISA bulunma sikliginin

degistigini gostermektedir (157).

VISA ve hVISA’'nin vankomisin ile tedavi esnasinda tedaviye yanitin
kotiilesmesi, kalic1 bakteremi, daha uzun hastanede kalis siiresi ile iliskili olduguna dair
caligmalar vardir (158). Bu da VISA ve hVISA 06nemini gozler 6niine sermektedir.
Gilintimiizde MRSA enfeksiyonu tedavisinde ilk secilecek ilag grubu olan glikopeptid
antibiyotikler, giderek artan oranlarda hVISA suslari ile karsilasilmasi nedeniyle tedavi

basarisizlig1 yasamamak adina daha akilci kullanilmalidir (159).

Glikopeptid direncini belirlemede PAP-AUC altin standart yontem olmasina
ragmen maliyet etkinligi tartigmalidir. Bu amagla daha az maliyetli ve daha az zahmetli
cesitli yontemler denenmektedir. Vankomisin E-test seritlerinin tek basina veya
teikoplaninle kullanilmas1 bunlardan bir tanesidir. Son zamanlarda ise vankomisin E test
seritleri yerine glikopeptid direng saptama seritleri (glypeptides resistance detection;
GRD) kullanilmaya baslanmistir. Uygulanmasi kolay olan bu yontem ile PAP-AUC
yontemi karsilastirilmis ancak performansinin istenen diizeyde olmadigi anlasiimistir.
Ayrica E test seritleri broth mikrodiliisyonla karsilastirildiginda ise E test seritlerinin
MIK degerlerinin daha yiiksek oldugu gdsterilmistir. Yanls direngli sonug¢ vermemek
adma glikopeptid antibiyotiklerin MIK sonuglar1 broth mikrodiliisyon yapilarak
belirlenmelidir (160).
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Her ne kadar tarama besiyerlerinin duyarlilik ve 6zgiilliigli yiiksek olmasa da
GRD testi gibi bagka tarama yontemleri de denenmektedir. MET ve agar tarama
yontemleri de bu amaca hizmet etmektedir. Ancak bu yontemlerin duyarliliklar
calismadan c¢alismaya fark ettigi i¢in giivenilirlikleri hala sorgulanmaktadir. Capin ve
ark. yapmis oldugu bir ¢alismada MET tarama yontemi ile %4.7 oraninda siipheli
izolata rastlanmig ancak higbiri PAP-AUC yontemi ile dogrulanamamistir (161).
Chaudhari ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada bu tarama besiyerlerini karsilastirmiglardir.
BKI-V6, MET ve standart gradyent MIK > 2 pg/ml yéntemlerinin PAP-AUC ydntemine
gore duyarliliklarini sirastyla 0,75; 0,67 ve 1; pozitif 6ngdrii degerinin ise 0,43; 0,40 ve 0,27
oldugunu belirtmiglerdir (162). Calismamizda bu amagla tiim izolatlara MET yo6ntemi ile

de tarama yapilmis ancak hig siipheli izolata rastlanmamustir.

CDC, iginde 6 pg/ml vankomisin bulunan beyin kalp inflizyon agar ile
VISA/hVISA taramasi yapilmasini onermektedir (163). Buna gore galismamizda 6
pg/ml vankomisin igceren beyin kalp inflizyon agarla standart M3 (S.aureusNCTC
700698), Mii50 (S.aureusNCTC 700699) ve glikopeptidlere duyarli standart sus (S.
aureus ATCC 29213) kullanildi. 24 saatin sonundaki ilk degerlendirmede Mii50
susunun tredigi, M3 susu ve duyarli standart susun tremedigi, 48 saatin sonunda
yapilan degerlendirme sonucunun da aymi sekilde oldugu gozlemlendi. Buna gore
besiyerindeki vankomisin miktar1 azaltilarak ayr1 ayr1 taramalar yapildi ve 2pg/ml
vankomisin iceren beyin kalp infiizyon agar besiyerinde Mii50 susunun 24 saatin
sonunda iiredigi, Mii3 ve duyarli standart susun iiremedigi, 48 saatin sonunda ise Mii3
susunun tiireyip standart duyarli susun iiremedigi gézlendi. Bu nedenle ¢alismamizda 2
pg/ml vankomisin igeren beyin kalp inflizyon agar besiyeri tarama besiyeri olarak
kullanild1. Bu da bize caligmanin yapilacak oldugu laboratuvarin sartlar1 géz Oniinde
bulundurularak uygun vankomisin agar tarama konsantrasyonunun belirlenebilecegini

diistindiirdii.

Calismamizda 10 adet VISA, hVISA siipheli izolattan 1 tanesi PAP-AUC
yontemi ile hVISA, 1 tanesi de VISA olarak belirlenmistir. Bu 2 susdan hVISA olanin
MIK degeri de 0.5 pg/ml, VISA olanin MIK degeri ise 4 pg/ml olarak bulundu. Bu da
bize broth mikrodiliisyon yonteminin tek basma hVISA suslarini belirlemedeki
yetersizligini gozler Oniine sermektedir. Buna ragmen PAP-AUC yoOnteminin
uygulanmasindaki zorluk, maliyet ve zaman gibi kavramlar g6z Oniine alindiginda, bu

yontemin laboratuvarlarda rutin uygulamaya konulmasi da akillarda soru isareti
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birakmaktadir. Ancak ¢aligmamizda sasirtici olan bulgu, bu suslarin iiretildigi hastalar
hastanemizde daha 6nce vankomisin tedavisi almamisti ve suslar tretildigi zaman da
vankomisin tedavisi almiyordu. Bu konu iizerine yapilan ¢alismalarda belirtildigi gibi
glikopeptid grubu antibiyotiklerin kullanilmasinin VISA ve hVISA olusumuna yol
acmasindan baska bir durumun (Ornegin, vanA geninin aktarildig: gibi VISA ve hVISA
genlerinin suslar arasinda aktariminin olmus olabilecegi) buna neden olmus
olabilecegini ya da daha once baska merkezlerde vankomisin tedavisi almis
olabilecegini diisiindiirmektedir. VISA ve hVISA olusumunun temelinde yatan
durumlar tizerine daha fazla molekiiler ve genetik ¢alismalarin yapilmasi bu konuya 151k

tutacaktir.

Giderek artan oranlarda VISA ve hVISA suslarina rastlanmasi, bu yontemden
ziyade daha kolay ve uygulanabilir yontemler gelistirilmesine duyulan ihtiyaci
artirmaktadir. MALDI-TOF MS gibi kiitle spektrometresi kullanilarak yapilan bir
calismada, VISA, hVISA ve MSSA izolatlar1 bu yontemle belirlenmeye ¢alisilmis olup,
VISA suslar1 %100’e yakin bir oranla, MSSA ve hVISAsuslar ise sirayla %76 ve %76
gibi oranlarla dogruluklar1 belirlenmistir. hVISA belirleme oraninin diisiik olmasi ise
popiilasyondaki hVISA oraninin yaklasik 10°-10%°da bir olmasindan kaynakli diger
suslarin pik olusturmadaki baskinligi bu izolatlarin gizlenmesine yol agmasi olarak
diisiiniilmiistiir. Bu sistemin avantaj1 ise hasta basina maaliyetin olduk¢a diisiik olmasi,
harcanan emek ve zamanin az olmasidir (164). Bu tip yontemlerin gelistirilmesinin

laboratuvarlara ciddi katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak hastanemizde VISA ve hVISA suslari belirlenmistir. Bu suslarin
hastane ortaminda artmasi, hatta topluma yayilarak toplum kaynakli S. aureus
enfeksiyonlarmma neden olmasi 6nemli bir endise kaynagi olusturmaktadir. Ayrica,
vankomisine karsi her gecen giin artan direng bu suslara bagli enfeksiyonlarin tedavi
seceneklerini azaltmaktadir. Bu nedenle, toplumda ve hastane ortaminda bu suslarin
yayilimini1 engelleyecek 6nlemlerin ve uygulamalarin hayata gegirilmesi ¢ok 6énemlidir.
Dolayistyla MRSA’larin neden oldugu, o6zellikle saglik bakim iligkili enfeksiyonlarda
bu suslarin direng oranlarmin takip edilmesinin ve direngli suslarin hastanelerde
kolonizasyonunun 6nlemesi ic¢in gerekli enfeksiyon kontrol onlemlerinin alinmasinin

faydali olacagi kanisindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Center for Diseases Control and Prevention (CDC) tarafindan belirlenen
kriterler dogrultusunda 68 MRSA susunun 12’si (%17.6) toplum kaynakli, 56’s1
(%82.3) hastane kaynakli olarak belirlenmistir.

68 MRSA susunun tamaminda PZR yontemi ile mecA ve mecC gen bdlgesi
varligina arastirilmis ve suslarin tamaminda mecA gen bolgesi gosterilmis, ancak mecC

gen bolgesi belirlenememistir.

VISA ve hVISA belirlemek amaciyla zaman ve maliyet gibi nedenler gozoniinde
bulundurularak PAP-AUC yonteminden dnce MET ve agar tarama yontemleriyle tiim

suslarin taramasi gerceklestirilmistir.
MET tarama yontemine gore siipheli hicbir izolata rastlanmamigtir

CDC onerileri dogrultusunda agar tarama yontemi standart M3 (S. aureus
NCTC 700698), Mii50 (S. aureus NCTC 700699) ve glikopeptidlere duyarli standart
sus (S. aureus ATCC 29213) kontrol suslar1 kullanilarak 6 pg/ml vankomisin igeren
beyin kalp infiizyonagarla yapilmis ancak 24. saatin sonundaki ilk degerlendirmede
Mii50 susunun iiredigi, Mii3 susu ve duyarli standart susun iliremedigi, 48. saatin
sonunda yapilan degerlendirme sonucunun da ayni sekilde oldugu gézlemlendi. Buna
gore besiyerindeki vankomisin miktar1 azaltilarak ayr1 ayr taramalar yapildi ve 2 pg/ml
iceren beyin kalp inflizyon besiyerinde Mii50 susunun 24. saatin sonunda tliredigi, Mii3
ve duyarli standart susun liremedigi, 48. saatin sonunda ise Mii3 susunun {ireyip
standart duyarli susun liremedigi gozlendi. Bu nedenle calismamizda 2 pg/ml igeren
beyin kalp inflizyon iceren besiyeri tarama besiyeri olarak kullanildi. Bu da bize
calismanin yapilacak oldugu laboratuvarin sartlar1 géz oniinde bulundurularak uygun

vankomisin agar tarama konsantrasyonunun belirlenebilecegini diisiindiirdii.

Agar tarama yontemi ile 6 VISA, 4 hVISA olmak iizere siipheli 10 sus belirlendi.
Bu suglara dogrulama amciyla PAP-AUC yapildi ve 1 sus VISA, 1 sus da hVISA olarak
degerlendirirldi.

Clinical and Laboratory Standards Institute rehberine gére MIK degeri 4 pg/ml
orta duyarl kategorisinde bulunan susun PAP-AUC yontemi ile de VISA oldugu
dogrulanmistir. Diger suslarin tamami1 MIK <2 pg/ml duyarl olarak tespit edilmis olup

1 tanesinin PAP-AUC yontemi ile hVISA oldugu dogrulanmustir.

51



Tiim suslara PFGE uygulanmis olup salgin susu tespit edilememistir.

Giderek artan oranlarda VISA ve hVISA suslarina rastlanmasi, bu yontemden
ziyade daha kolay ve uygulanabilir yontemler gelistirilmesine duyulan ihtiyaci

artirmaktadir.

MALDI-TOF MS gibi kiitle spektrometresi kullanilarak yapilan bir calismada,
VISA, hVISA ve MSSA izolatlar1 bu yontemle belirlenmeye ¢alisilmis olup, VISA
suslar1 %100’¢ yakin bir oranla, MSSA ve hVISA suslari ise sirayla %76 ve %76 gibi
oranlarla dogruluklar1 belirlenmistir. Bu sistemin avantaji ise hasta bagina maaliyetin
oldukca diisiik olmasi, harcanan efor ve zamanin az olmasidir. Bu tip yontemlerin

gelistirilmesinin laboratuvarlara ciddi katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Her ne kadar PAP-AUC yontemi zaman, maliyet ve deneyimli personel
gerekliligi gibi dezavantajlara sahip olmasina karsin altin standart yontem olmasi

itibariyle epidemiyolojik aragtirmalarda kullanilmaya devam edilmektedir.

Sonug olarak hastanemizde VISA ve hVISA suslari belirlenmistir. Glikopeptid
grubu antibiyotiklerle tedavi sirasinda basarisizliga neden olan bu suslarin artmasi ciddi

bir endise kaynagidir.

Bu nedenle toplumda ve hastane ortaminda bu suslarin yayilimini 6nleyecek
tedbirlerin ve uygulamalarin hayata gegirilmesi i¢in gerekli enfeksiyon kontrol

onlemlerinin alinmasinin faydali olacag: kanisinday1z.
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